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Diplomová práce je zaměřena na studium účinku ultrafialového záření a oxidu titaničitého 
na kvasinku Candida vini. Fotokatalytická inaktivace této kvasinky byla prováděna na 
různých typech vrstev oxidu titaničitého nanesených na sodnovápenatých sklíčkách. 
K rozlišení živých a mrtvých buněk kvasinek po určité době ozařování UV-A zářením bylo 
použito barvivo akridinová oranž, které pod fluorescenčním mikroskopem způsobuje odlišnou 
fluorescenci živých a mrtvých buněk. 
Bylo zjištěno, že rychlost fotokatalytické inaktivace kvasinky Candida vini při stejné 
intenzitě záření závisí na množství oxidu titaničitého naneseného na sklíčku i na struktuře 







This diploma thesis is focused on the study of the effect of ultraviolet radiation and 
titanium dioxide on the yeast Candida vini. Photocatalytic inactivation of this yeast was 
performed on various types of titanium dioxide films, which were immobilized on soda lime 
glasses. Acridine orange was used as a dye to distinguish live and dead yeast cells after 
certain time of irradiation with UV-A light. Live and dead cells emit different light in colour 
after staining in acridine orange. 
Candida vini photocatalytic inactivation depends on the amount of titanium dioxide 
immobilized on glass as well as on the structure of its surface if the lamp intensity remains the 








Fotokatalytická inaktivace, antimikrobiální účinek, oxid titaničitý, Candida vini 
 
KEYWORDS 
Photocatalytic inactivation, antimicrobial effect, titanium dioxide, Candida vini 
 4 
ŠUPINOVÁ, L. Fotokatalytická inaktivace kvasinek. Brno: Vysoké učení technické v Brně, 
















Prohlašuji, že jsem diplomovou práci vypracovala samostatně a že všechny použité 
literární zdroje jsem správně a úplně citovala. Diplomová práce je z hlediska obsahu 
majetkem Fakulty chemické VUT v Brně a může být využita ke komerčním účelům jen se 
souhlasem vedoucího diplomové práce a děkana FCH VUT. 
 ………………………………… 
 podpis studenta 
Poděkování 
Velice děkuji paní RNDr. Márii Veselé, Ph.D., 
vedoucí mé diplomové práce, za odborné 
vedení, vstřícný přístup a dobrou spolupráci. 
 5
OBSAH 
1 ÚVOD ............................................................................................................................ 9 
2 TEORETICKÁ ČÁST ............................................................................................... 10 
2.1 Fotokatalýza ........................................................................................................ 10 
2.1.1 Princip fotokatalýzy na polovodiči........................................................... 10 
2.2 Oxid titaničitý...................................................................................................... 11 
2.2.1 Krystalové struktury oxidu titaničitého.................................................... 12 
2.2.2 Fotokatalýza na povrchu oxidu titaničitého ............................................. 13 
2.2.3 Formy oxidu titaničitého .......................................................................... 14 
2.2.4 Nejčastější metody pro imobilizaci oxidu titaničitého ............................. 14 
2.2.5 Metoda sol-gel.......................................................................................... 14 
2.2.5.1 Mechanismus sol-gel procesu ................................................... 15 
2.2.5.2 Povrchový sol-gel proces .......................................................... 16 
2.2.6 Dopování oxidu titaničitého ..................................................................... 16 
2.2.7 Posun absorbce oxidu titaničitého do viditelné oblasti ............................ 16 
2.2.8 Využití fotokatalýzy na oxidu titaničitém................................................ 17 
2.2.8.1 Fotokatalytický antimikrobní efekt............................................ 17 
2.2.8.2 Samočisticí stavební materiály.................................................. 17 
2.2.8.3 Protizamlžující účinek, superhydrofilnost................................. 18 
2.2.8.4 Fotokatalytické čištění vzduchu – dezodorace .......................... 18 
2.2.8.5 Fotokatalytické čištění vody ...................................................... 18 
2.2.8.6 Fotokatalytické léčení rakoviny ................................................ 18 
2.3 Fotokatalytická inaktivace mikroorganismů ....................................................... 18 
2.3.1 Rozvoj poznatků o fotokatalytické inaktivaci mikroorganismů............... 19 
2.3.2 Možné mechanismy fotokatalytického působení na mikroorganismy ..... 19 
2.3.2.1 Působení na buněčnou stěnu..................................................... 20 
2.3.2.2 Abnormální dělení buňky .......................................................... 21 
2.3.3 Působení reaktivních kyslíkových forem (ROS) na mikroorganismy...... 21 
2.3.4 Vliv UV záření na mikroorganismy ......................................................... 22 
2.3.5 Sporulující bakterie při fotokatalýze ........................................................ 22 
2.3.6 Směsné kultury bakterií při fotokatalýze.................................................. 23 
2.3.7 Srovnání fotokatalytické inaktivace u bakterií, kvasinek a plísní ............ 23 
2.3.8 Vlivy prostředí působící na mikroorganismy při fotokatalýze................. 24 
2.3.8.1 Přítomnost kyslíku ..................................................................... 24 
2.3.8.2 Koncentrace TiO2...................................................................... 24 
2.3.8.3 Intenzita světla........................................................................... 25 
2.3.8.4 Kontinuální doba ozáření.......................................................... 25 
2.3.8.5 Teplota....................................................................................... 25 
 6 
2.3.8.6 Vliv pH....................................................................................... 25 
2.3.8.7 Přítomnost peroxidu vodíku ...................................................... 26 
2.3.8.8 Přítomnost iontů ........................................................................ 26 
2.3.8.9 Zákal.......................................................................................... 26 
2.3.8.10 Imobilizace katalyzátoru ........................................................... 26 
2.3.8.11 Krystalická forma katalyzátoru................................................. 26 
2.3.8.12 Příměsi ve fotokatalyzátoru....................................................... 26 
2.3.9 Další fotokatalyticky aktivní filmy pro inaktivaci mikroorganismů ........ 27 
2.4 Kvasinky.............................................................................................................. 27 
2.4.1 Morfologie kvasinek ................................................................................ 28 
2.4.2 Cytologie kvasinek................................................................................... 28 
2.4.3 Rozmnožování kvasinek........................................................................... 30 
2.4.4 Výskyt kvasinek a jejich význam............................................................. 30 
2.5 Zdroje optického záření....................................................................................... 31 
2.5.1 Obloukové výbojky .................................................................................. 31 
2.5.1.1 Rtuťové výbojky ......................................................................... 32 
2.5.1.2 Xenonové výbojky...................................................................... 32 
2.5.2 Fluorescenční výbojky ............................................................................. 32 
2.6 Fluorescenční mikroskopie.................................................................................. 33 
2.6.1 Fluorescence............................................................................................. 33 
2.6.2 Přístroje založené na fluorescenci ............................................................ 34 
2.6.3 Fluorescenční mikroskop ......................................................................... 35 
2.6.4 Epifluorescenční mikroskop..................................................................... 35 
2.6.4.1 Zdroj záření ............................................................................... 35 
2.6.4.2 Filtry.......................................................................................... 36 
2.6.5 Snímání a počítačové zpracování obrazů z mikroskopu .......................... 37 
2.6.6 Aplikace a problémy fluorescenční mikroskopie..................................... 37 
2.7 Fluorescenční barviva.......................................................................................... 38 
2.7.1 Vlastní fluorescence ................................................................................. 38 
2.7.2 Nevlastní fluorescence ............................................................................. 38 
2.7.2.1 Fluorescenční značky ................................................................ 38 
2.7.2.2 Fluorescenční sondy.................................................................. 39 
3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST ..................................................................................... 42 
3.1 Materiály.............................................................................................................. 42 
3.1.1 Kvasinky................................................................................................... 42 
3.1.1.1 Candida vini CCY 29–39–3 ...................................................... 42 
3.1.1.2 Rhodotorula glutinis CCY 20–2–26 .......................................... 42 
3.1.1.3 Hansenula anomala CCY 38–1–30........................................... 43 
3.1.1.4 Saccharomyces pastorianus Hansen CCY 21–6–3 ................... 44 
 7
3.1.2 Živná média a roztoky.............................................................................. 45 
3.1.2.1 Sladina....................................................................................... 45 
3.1.2.2 Roztok akridinové oranže .......................................................... 45 
3.1.3 Chemikálie ............................................................................................... 45 
3.2 Použitá zařízení ................................................................................................... 45 
3.3 Použitý software .................................................................................................. 45 
3.4 Postupy a metody ................................................................................................ 46 
3.4.1 Příprava suspenze kvasinek...................................................................... 46 
3.4.2 Metoda sol-gel a metoda ovrstvování tiskem........................................... 47 
3.4.3 Metoda fotokatalytické inaktivace ........................................................... 49 
3.4.4 Metoda fluorescenční mikroskopie .......................................................... 51 
3.5 Statistické vyhodnocení výsledků ....................................................................... 51 
4 VÝSLEDKY A DISKUZE......................................................................................... 53 
4.1 Výběr vhodného druhu kvasinek......................................................................... 53 
4.2 Kinetika fotokatalytické inaktivace..................................................................... 55 
4.2.1 Fotokatalytická inaktivace kvasinky Candida vini na sklíčkách řady R.. 55 
4.2.2 Fotokatalytická inaktivace kvasinky Candida vini na sklíčkách řady P .. 61 
4.2.3 Porovnání rychlosti fotokatalytické inaktivace na sklíčkách řady R a P . 65 
5 ZÁVĚR........................................................................................................................ 67 
6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ ............................................. 68 





V současné době je jedním z aktuálních problémů kontaminace potravin způsobující 
závažná onemocnění lidí a nebezpečné otravy. Vědecké výzkumy se proto zaměřují do těchto 
oblastí a snaží se najít nové metody řešení vzniklých problémů. Jedním z prostředků ochrany 
proti napadení potravin mikroorganismy, ale i proti znečištění životního prostředí by se mohla 
stát metoda fotokatalýzy a její využití při inaktivaci mikroorganismů a degradaci organického 
znečištění. Užití agresivních chemikálií k dezinfekci není vhodné z hlediska ochrany 
životního prostředí, dezinfekce ultrafialovým zářením C (UV-C) je zase škodlivá pro lidské 
zdraví. 
Možnou alternativu představuje fotokatalýza s využitím oxidu titaničitého jako 
fotokatalyzátoru. Dezinfekce pomocí této metody má mnoho kladných stránek. Katalyzátor 
oxid titaničitý není toxický ani drahý a k jeho aktivaci může být použito dlouhovlnné UV 
záření jako přirozená složka slunečního záření. Oxidačním činidlem je atmosférický kyslík, 
nespotřebovávají se tedy drahé oxidační chemikálie. Fotokatalýzou vzniklé reaktivní oxidační 
formy jsou silnými oxidačními činidly a způsobují inaktivaci většiny typů mikroorganismů1. 
V poslední době se testují filmy oxidu titaničitého schopné snížit kontaminaci 
mikroorganismy na povrchu pevných potravin, a tím snížit riziko růstu mikroorganismů na 
čerstvě uřezaných plodinách. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Fotokatalýza 
Termín fotokatalýza se skládá z kombinace slov fotochemie a katalýza a znamená, že 
světlo a katalyzátor jsou nezbytné k vyvolání nebo zrychlení chemické transformace. 
Fotokatalýzu lze definovat jako zrychlení fotoreakce přítomným katalyzátorem. Katalyzátor 
může urychlovat fotoreakci interakcí se substrátem v základním nebo excitovaném stavu nebo 
s primárním fotoproduktem, což závisí na mechanismu fotoreakce. Definice zahrnuje 
fotosenzibilizaci, což je proces, kterým dochází k fotochemické změně v jedné molekulové 
entitě následkem absorpce záření jinou molekulovou entitou nazývanou fotosenzibilizátor2. 
2.1.1 Princip fotokatalýzy na polovodiči 
Jako fotosenzibilizátory mohou účinkovat polovodiče. V tuhé látce (polovodiči) jsou 
energetické hladiny elektronů seskupené do energetických pásů. Nejvyšší zaplněný 
energetický pás se nazývá valenční a nejnižší neobsazený je vodivostní pás. Energetický 
rozdíl mezi hranami vodivostního a valenčního pásu udává nejdůležitější parametr 
polovodičů – šířku zakázaného pásu (Eg). Jestliže má látka zakázaný pás menší než 3 eV, 
jedná se o polovodič, izolátory mají zakázaný pás větší než 3 eV (ref. 3). 
Pokud je polovodičová částečka ozářena fotonem (Obr. 1), jehož energie se rovná energii 
zakázaného pásu, nebo je větší ( gE≥νh ), dochází k absorpci fotonu a vytvoření páru 
elektron-díra4. 
 
Obr. 1 Zjednodušený diagram fotokatalytických procesů probíhajících na ozářené polovodičové 
částečce5. 
Elektron z valenčního pásu (vb) přechází do vodivostního pásu (cb) při současném vzniku 
díry ve valenčním pásu. Elektron ( −cbe ) a díra (
+
vbh ) mohou během několika nanosekund 
rekombinovat na povrchu nebo v objemu polovodičové částečky, přičemž se energie disipuje 
v podobě tepla, nebo mohou být zachyceny na povrchu částečky a zreagovat s donorem (D) 
nebo akceptorem (A), které jsou adsorbované na povrchu, nebo jsou v jeho blízkosti. Mohou 
tedy probíhat redoxní reakce. Nejnižší energetická hladina vodivostního pásu je redukční 
potenciál fotoelektronů, nejvyšší energetická hladina valenčního pásu určuje oxidační 
schopnost fotoděr. Hodnoty těchto potenciálů tedy odrážejí schopnost systému podporovat 
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redukční a oxidační reakce5. Elektrony vodivostního pásu jsou dobrými redukčními činidly 
(+ 0,5 V až – 1,5 V oproti NHE, hodnoty závisí na polovodiči a pH), zatímco díry jsou 
silným oxidačním činidlem (1,0 V až 3,5 V oproti NHE)6. Částice nebo látky adsorbované 
na povrchu polovodiče mohou být fotokatalyticky redukovány elektrony ve vodivostním 
pásu, pokud je redoxní potenciál jejich redoxního páru pozitivnější než potenciál 
fotoelektronů ve vodivostním pásu, nebo mohou být oxidovány dírami ve valenčním pásu, 
pokud mají redoxní potenciál negativnější než je potenciál fotoděr ve valenčním pásu. Znalost 
polohy zakázaných pásů polovodičů je tedy pro fotokatalytické procesy velmi důležitá 
(Obr. 2). 
 
Obr. 2 Energetická hladina valenčního pásu, vodivostního pásu a energie zakázaného pásu 
vybraných polovodičů ve vodném roztoku při pH = 7 proti standardní vodíkové elektrodě 
(NHE)7 
Některé chalkogenidy mají vhodnou šířku zakázaných pásů pro jejich excitaci 
ultrafialovým nebo viditelným světlem a následně dochází k mnoha oxidačním a redukčním 
reakcím. Z dostupných polovodičů ZnO je obecně nestálý v ozářených vodných roztocích, 
zvláště při nízkých hodnotách pH, WO3 je vhodný pro viditelnou oblast, ale je méně 
fotokatalyticky aktivní než TiO2. Mimo jiné byly také testovány CdS, ZnS a oxidy železa. 
Nejpoužívanějším materiálem pro fotokatalytické účely je však oxid titaničitý. 
2.2 Oxid titaničitý 
Oxid titaničitý je mezi materiály vyvinutými pro fotokatalytické použití v centru zájmu 
díky tomu, že je vysoce fotoreaktivní, levný, není toxický, je chemicky a biologicky inertní a 
fotostabilní8. Oxid titaničitý je široce používán při výrobě barev, jako bílý pigment 
v kosmetických přípravcích a potravinových doplňcích. 
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2.2.1 Krystalové struktury oxidu titaničitého 
Oxid titaničitý existuje ve třech krystalových strukturách9 (Obr. 3): 
• rutil – tetragonální, je stabilní při vysokých teplotách,  
• anatas – tetragonální, je stabilní při nižších teplotách, 
• brookit – má orthorombickou krystalovou strukturu. 
 
anatas rutil brookit 
Obr. 3 Krystalové struktury oxidu titaničitého10 
Oxid titaničitý, který má strukturu anatasu, vykazuje obvykle vyšší fotoaktivitu než 
ostatní typy oxidu titaničitého. Jednou z příčin může být rozdílná struktura energetických 
pásů. Energie zakázaného pásu pro oxid titaničitý ve formě anatasu činí 3,2 eV, což odpovídá 
UV záření o vlnové délce 388 nm, zatímco energie zakázaného pásu pro rutilovou formu je 
3,0 eV, což odpovídá fialovému světlu o vlnové délce 413 nm. Rozdíl je v energetické hladině 
vodivostního pásu anatasu a rutilu, kdy u anatasu je potenciál elektronů zápornější (Obr. 2), 
což znamená, že elektrony mají vyšší redukční schopnost. Může probíhat velmi důležitá 
reakce zahrnující elektrolytickou redukci molekulárního kyslíku (O2) na anion 
superoxidového radikálu ( −•2O ). Ten se spolu s hydroxylovými radikály (
•HO ) vzniklými 
reakcí děr s vodou účastní rozkladu organických látek, podílí se tedy na fotoaktivitě. 
Mnoho vědců tvrdí, že rutil je katalyticky inaktivní nebo mnohem méně aktivní formou 
TiO2. Kromě nižší redukční schopnosti elektronů rutilové formy oproti anatasové formě je 
dalším důvodem nižší fotoaktivity rutilu mnohem rychlejší rekombinace elektronů a děr na 
jeho povrchu11. Někteří vědci zjistili, že je rutil selektivně aktivní vzhledem k určitým 
substrátům6. 
Co se týče brookitu, tato forma TiO2 se pro fotokatalytické účely takřka nevyužívá. 
Jedním z nejpoužívanějších komerčních typů fotokatalytického oxidu titaničitého se stal 
P-25, který je vyráběn firmou Nippon Aerosil v licenci německé společnosti Degussa. P-25 je 
směsí 70 % anatasu a 30 % rutilu s BET plochou povrchu 12gm1555 −±  a vyrábí se tak 
zvaným aerosil procesem. Degussa P-25 má vysokou fotoaktivitu kvůli pomalé rekombinaci 
elektronů a děr. Toto se připisuje účinné separaci náboje, která je výsledkem defektů 
v krystalové struktuře a morfologii povrchu vzniklých v důsledku způsobu přípravy TiO212. 
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Fotokatalytická aktivita TiO2 je ovlivněna13 nejen krystalovou strukturou, ale i plochou 
povrchu, velikostí částic, pórovitostí a hustotou povrchových hydroxylových skupin. 
2.2.2 Fotokatalýza na povrchu oxidu titaničitého 
Proces je iniciován vystavením oxidu titaničitého UV záření o vlnové délce menší než 
400 nm. Po absorpci UV záření a vytvoření párů elektron-díra migrují díry ve valenčním pásu 
k povrchu, kde mohou reagovat s vodou nebo hydroxidovými ionty za vzniku hydroxylových 
radikálů. Elektrony mohou být zachyceny kyslíkem za vzniku aniontu superoxidového 
radikálu, peroxidu a dalších látek. Anion superoxidového radikálu, hydroxylové radikály a 
díry patří mezi nejdůležitější částice při degradaci organických sloučenin na povrchu. 
Fotokatalytický proces na oxidu titaničitém je komplexní sekvence reakcí a může být 
vyjádřen následujícími zjednodušenými reakcemi5: 
→⎯⎯⎯ →⎯ +−≥ )h,e(TiOTiO vbcb2EE,2 gνh rekombinace  (1) 




•+ +→+   (3) 
++ +→+ ads2adsvb2 DTiOD)h(TiO   (4) 
oxidads DDHO →+•   (5) 
–
ads2adscb2 ATiOA)e(TiO +→+−   (6) 
 
Většina fotodegradačních reakcí organických látek využívá oxidační schopnost 
fotogenerovaných děr nebo zprostředkovaně •HO  radikálů. Reakce vedou v mnoha případech 
ke kompletní mineralizaci organického substrátu na oxid uhličitý a vodu. K prevenci 
hromadění náboje se však musí zajistit přítomnost redukovatelných látek, které by reagovaly 
s elektrony, tj. akceptor elektronů. Ve většině pokusů a aplikací polovodičové fotokatalýzy je 
přítomen kyslík, který potom funguje jako primární akceptor elektronů. Kyslík je 
transformován na anion superoxidového radikálu ( −•2O ) a to může vést k další tvorbě 
•HO  
radikálů: 
+−••+− +↔+→++ HOHOTiOHO)e(TiO 222ads2cb2   (7) 
OHH)e(TiOHO 2cb22 →++ +−•   (8) 
2222 OOHHO2 +→•   (9) 
−•−• ++→+ HOOHOOOH 2222   (10) 
•→+ HO2OH 22 νh   (11) 
−•− +→+ HOHO)e(TiOOH cb222   (12) 
 
Účinnost fotokatalýzy může být definována jako poměr rychlosti absorpce fotonů 
k rychlosti tvorby volných radikálů14. 
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2.2.3 Formy oxidu titaničitého 
Při aplikacích fotokatalýzy lze TiO2 použít ve dvou formách: 
• ve formě suspenze bílého prášku, 
• ve formě tenké vrstvy nanesené na určitém substrátu. 
Suspendované systémy mají výhodu větší plochy povrchu ve srovnání s imobilizovaným 
systémem, ale nevýhodou je nezbytnost separace nanometrových částic katalyzátoru, což je 
drahé a představuje to hlavní mínus v komercializaci tohoto systému. Povrch katalyzátoru je 
aktivní, pouze pokud je částice katalyzátoru ozářena. Ozářit všechny částice katalyzátoru 
v suspendovaném systému je obtížné, protože částice umístěné blíže zdroji záření stíní 
částicím ve větší vzdálenosti od zdroje. Proto je hloubka proniknutí záření do suspenze 
limitovaná. Při vysokých koncentracích katalyzátoru dochází v suspendovaném systému 
k shlukování částic15. 
Tyto nevýhody vysvětlují postupné upřednostňování a dnešní popularitu užívání 
imobilizovaných forem TiO216. V imobilizovaném systému odpadá potřeba separace po 
procesu a navíc je možné získat konfiguraci, při které je všechen katalyzátor ozářen. 
Nevýhodou tohoto systému je limitace pohybu hmoty. Navíc je zde problém s účinností 
absorpce světla tenkým filmem, protože TiO2 má nízký absorpční koeficient při energiích 
blízkých šířce zakázaného pásu. Pokud je film příliš tlustý, většina děr je generována příliš 
hluboko v objemu polovodiče a nikdy nedosáhnou povrchu; naopak pokud je film příliš 
tenký, potom bude absorbováno velmi málo dopadajícího světla. Problémy s absorpcí světla 
mohou být do určité míry kompenzovány buď využitím pórovitého filmu TiO2 a tak 
zajištěním maximální absorpce světla (navíc díry nebudou generovány příliš daleko od 
povrchu), nebo vložením přepětí potenciálu na polovodičový film a využitím efektu 
podpoření elektrickým polem. Přítomnost elektrického pole významně usnadňuje proces 
separace náboje17. 
Oxid titaničitý může být ve formě tenkého filmu vložen na různé substráty, jimiž jsou 
sklo18, 19, 20, křemen21, nekorodující ocel22, zeolity23, pemza24 a keramické dlaždice25. 
K imobilizaci se využívají různé metody. 
2.2.4 Nejčastější metody pro imobilizaci oxidu titaničitého 
Pro nanášení vrstev TiO2 jsou nejčastěji používány metody26:  
• sol-gel, 
• chemická depozice z plynné fáze (chemical vapour deposition (CVD)), 
• plazmochemická depozice z plynné fáze (plasma enhanced chemical vapour 
deposition (PECVD)), 
• fyzikální metody depozice (physical vapour deposition (PVD)) s využitím 
magnetronového naprašování. 
Z těchto metod se nejvíce užívá relativně jednoduchá metoda sol-gel27. 
2.2.5 Metoda sol-gel 
Pojem „metoda sol-gel“ označuje skupinu postupů přípravy oxidických a příbuzných 
materiálů, jejichž společnými znaky jsou homogenizace výchozích složek ve formě roztoku, 
jejich převod na sol a následně na gel při zachování jejich homogenity. Pomocí metody 
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sol-gel lze připravit fotoaktivní vrstvy katalyzátorů při nízkých teplotách (Obr. 4). Základními 
složkami těchto vrstev jsou organokovové sloučeniny, nejčastěji alkoxidy kovů nebo koloidní 
roztoky kovů28. Alkoxidy nebo také alkoholáty jsou organokovové sloučeniny (soli alkoholů) 
typu M(OR)n, kde M je kov a R je alkylová skupina. V případě přípravy tenkých filmů oxidu 
titaničitého bývá základem solu některá z titaničitých solí, např. tetrabutyltitanium, 
tetraethyltitanium, tetraisopropyltitanium, rozpuštěná v rozpouštědle, nejčastěji alkoholu. 
Alkoxidy ve vodném prostředí hydrolyzují a polykondenzací vytvářejí lineární nebo 
prostorové polymerní útvary. Roztok alkoxidu se tím mění na sol. Atmosférická vlhkost 
iniciuje gelaci solu, která spočívá v hydrolýze solu, tím vede k vytvoření kovalentních vazeb 
–Ti–O–Ti– a vzniku gelu. Následuje termický proces přeměny tohoto gelu a vznik oxidu 
titaničitého. 
 
Obr. 4 Schéma přípravy materiálů metodou sol-gel vycházející z alkoxidů26 
2.2.5.1 Mechanismus sol-gel procesu 
Prvním stupněm přípravy materiálu sol-gel technologií je rozpouštění alkoxidu 
v rozpouštědle, alkoholu, který umožňuje vnést do systému vodu potřebnou pro hydrolýzu 
bez porušení homogenity roztoku. 
Alkoxid v alkoholickém prostředí podléhá reakcím29: solvataci (13), koordinační 
polymeraci (14), výměně ligandů (15) a polykondenzaci (16). 
  (13) 








2.2.5.2 Povrchový sol-gel proces 
Povrchový sol-gel proces se skládá ze čtyř kroků, které se dají aplikovat při použití 
velkého množství různých alkoxidů28: 
1. chemisorpce alkoxidů 
2. vypláchnutí 
3. hydrolýza chemisorbovaného alkoxidu 
4. sušení 
Pomocí povrchového sol-gel procesu se dají připravit z gelů na bázi kovových alkoxidů 
velmi tenké vrstvy katalyzátorů. Pravidelný nárůst vrstvy je zajištěn opakováním adsorpce 
alkoxidu a následnou regenerací rovnoměrného hydroxylového povrchu. To umožňuje 
opakování celého sol-gel procesu několikrát za sebou, a tím zvýšení síly filmu katalyzátoru 
z několika desítek nanometrů až na několik mikrometrů. Tento postup se může použít na 
různé typy povrchů i s komplikovanou morfologií, včetně materiálů s pórovitým povrchem. 
Jednoduchost celého procesu je velkou výhodou při komerční produkci tenkých oxidových 
filmů. 
2.2.6 Dopování oxidu titaničitého 
Do struktury oxidu titaničitého lze vložit příměsi, tzv. dopanty. Jejich přítomnost hraje 
důležitou roli v optických, elektronických a chemických vlastnostech polovodiče. Jemně 
rozptýlené ionty přechodných kovů jako Au3+, Ag+, Nb3+, V2+, Pt4+ a Pd2+ uvnitř a na povrchu 
oxidu titaničitého působí jako pasti zachytávající elektrony a díry, čímž omezují 
pravděpodobnost rekombinace párů elektron-díra. Tím může být zvýšena fotokatalytická 
aktivita polovodiče. Rozptýlení center kovových iontů uvnitř mřížky a po povrchu polovodičů 
však může mít negativní efekt kvůli hrubě a nesprávně rozptýleným krystalinitám příměsí, 
které také působí jako rekombinační centra14. Byl prokázán negativní vliv kationtů Cr3+, Fe3+, 
Na+, které přispívaly k rychlejší rekombinaci excitovaných nábojů. Byly to zpravidla případy 
infiltrace těchto iontů z podkladových vrstev nosiče katalyzátoru z alkalického skla nebo 
nerezové oceli30. Účinek dopantů, projevující se zvýšeným výtěžkem fotokatalytické reakce, 
případně i příznivým posunem absorpce světla k vyšším vlnovým délkám, zůstává i přes 
některé dílčí úspěchy sporný. 
2.2.7 Posun absorbce oxidu titaničitého do viditelné oblasti 
Oxid titaničitý je díky svým vlastnostem technicky základním katalyzátorem. Avšak kvůli 
velké šířce zakázaného pásu (~3,2 eV) může být TiO2 používán pouze v UV oblasti, což 
odpovídá méně než 5 % slunečního spektra, zatímco viditelné světlo tvoří okolo 45 % 
sluneční energie. Za účelem zlepšení účinnosti TiO2 fotokatalýzy se zkoumají možnosti, jak 
posunout optickou odezvu TiO2 z UV do viditelného spektra. Selektivně dopovaný TiO2 by 
mohl být jedním z nejefektivnějších způsobů, jak změnit strukturu vnitřního pásu TiO2, která 
může podpořit fotokatalytickou aktivitu zvýšením citlivosti k viditelnému světlu31. Vyšší 
citlivosti k slunečnímu záření bylo dosaženo náhradou několika atomů kyslíku v krystalové 
stavbě TiO2 dusíkem. Přestože absorpce světla vlnových délek nad 400 nm zůstala relativně 
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nízká, fotokatalytická účinnost se zvýšila významně vzhledem k mnohem vyšší intenzitě 
slunečního světla viditelné oblasti30. 
2.2.8 Využití fotokatalýzy na oxidu titaničitém 
Fotokatalyzátor oxid titaničitý nachází díky širokému rozsahu svých funkcí (Obr. 5) 
uplatnění v mnoha odvětvích. Je předmětem velkého zájmu jako materiál pro fotokatalytickou 
sterilizaci v potravinářském průmyslu a v oblasti životního prostředí32. Rýsuje se zde 
perspektiva bezodpadového, ekologicky příznivého řešení recyklace odpadních vod a čištění 
vzduchu v pracovních prostorech nebo zemědělských skladových lokalitách. Oxid titaničitý 
může být využit pro lékařské účely a ve stavebnictví jako antibakteriální stavební 
materiál33. Nabízí možnost vytvoření samočisticích povrchů na stěnách výškových budov, 















Obr. 5 Hlavní oblasti aktivity TiO2 fotokatalýzy9 
2.2.8.1 Fotokatalytický antimikrobní efekt 
Nemocnice a jiná veřejná zařízení, např. veřejné čekárny, jsou místa s potřebou zvýšené 
péče a pečlivé kontroly bakteriálního znečištění. Byly vyvinuty antimikrobiální dlaždice, po 
jejichž testování v operačním sále se zjistilo, že počet bakterií na povrchu stěn klesl na nulu. 
Efekt je mnohem větší nežli ten, kterého lze dosáhnout při denních aplikacích dezinfekčního 
prostředku9. Protože efekt působí nepřetržitě, může dojít i k finanční úspoře. Hlavním 
rozdílem oproti konvenčním antimikrobiálním činidlům je, že fotokatalyzátor bakterie nejen 
zabíjí, ale rozkládá i samotnou buňku, zatímco stříbro a jiná konvenční antibakteriální činidla 
ponechávají buňku netknutou. V případě bakterie Escherichia coli (E. coli) je fotokatalyzátor 
schopen rozkládat i endotoxin produkovaný touto bakterií. Blíže viz kapitola 2.3. 
2.2.8.2 Samočisticí stavební materiály 
K odstranění špíny, olejových skvrn a bakterií se obvykle používají čisticí prostředky. Při 
jejich aplikaci však může dojít ke kontaminaci potravin, navíc tyto prostředky mohou mít také 
















nepříznivé účinky na člověka34. Samočisticí materiály založené na fotokatalyzátorech jsou 
schopné bezpečně a pohotově rozkládat škodlivé látky bez použití toxických chemikálií; stačí 
použít vhodný zdroj světla. Ukládání nečistot však nesmí být rychlejší než rychlost, kterou 
může fotokatalyzátor škodlivé látky rozkládat. Použití samočisticích materiálů přispívá 
k čistějším skleněným či dlaždicovým exteriérům budov, krytům osvětlení nebo dlaždicím ve 
sprchových koutech. 
2.2.8.3 Protizamlžující účinek, superhydrofilnost 
Oxidu titaničitého lze využít též pro jeho protizamlžující účinek. Tenký film, který je 
tvořen oxidem titaničitým jako fotokatalyzátorem a vhodnými aditivy, vykazuje počáteční 
úhel smáčení pro vodu několik desítek stupňů. Když je tento povrch vystaven UV záření, úhel 
smáčení pro vodu se zmenšuje, až dosáhne téměř nuly stupňů. V tomto stupni je schopnost 
povrchu odpuzovat vodu nulová, tzn. jedná se „o superhydrofilnost“. V současné době je 
tento jev prozatím přisuzován tvorbě „kyslíkových defektů“ na povrchu oxidu titaničitého. 
Atomy kyslíku jsou vytěsněny a v důsledku toho se změní oxidační stav titanu ze 4+ na 3+. 
Na superhydrofilním povrchu se netvoří žádné kapky, vytvoří se jednolitý film, který 
zabraňuje zamlžení. Tím je možné zabránit orosení vnitřního povrchu skleněných tabulí 
pokrytých průhlednou vrstvou oxidu titaničitého či orosení zrcátek automobilů. 
2.2.8.4 Fotokatalytické čištění vzduchu – dezodorace 
Oxid titaničitý je schopen při ozařování UV zářením rozkládat zapáchající látky. Filtrační 
papír obsahující oxid titaničitý se již používá v některých čističkách vzduchu. Čističky 
vzduchu tohoto typu jsou schopny odstraňovat oxidy dusíku. Oxid titaničitý je možné použít 
do dezodoračních světelných krytů nebo při výrobě tkanin s dezodoračním účinkem. 
2.2.8.5 Fotokatalytické čištění vody 
Odpadní voda z nemocnic, potravinářského průmyslu a kontaminovaných míst někdy 
obsahuje mikroorganismy, viry a organické sloučeniny. Fotokatalytické filmy TiO2 a 
membrány jsou velmi efektivní při odstraňování organických nečistot ve vodě, jako jsou 
biologické toxiny, barvivo methylenová modř a kreatinin, stejně jako při inaktivaci 
patogenních mikroorganismů, jako je E. coli35. 
2.2.8.6 Fotokatalytické léčení rakoviny 
Rakovina zůstává jednou z priorit lékařského výzkumu a léčení v tomto století. Mezi 
způsoby léčení rakoviny by se mohla zařadit fotochemie. Bylo vyvinuto zařízení, které 
umožní, aby byly rakovinné buňky vystaveny světlu poté, co byl do nádoru přidán prášek 
TiO2. Zařízení bylo sestrojeno modifikací endoskopu a mělo by umožnit přístup do různých 
částí lidského těla. Mohlo by být použito na mnoho typů rakoviny, jako je rakovina 
zažívacích orgánů, respiračních orgánů, orgánů močového systému, reprodukčních orgánů a 
kůže. Vyžaduje však další zdokonalení, než bude moci být použito v praxi9. 
2.3 Fotokatalytická inaktivace mikroorganismů 
Kontaminace mikroorganismy a jejich růst na površích jsou potenciálním rizikem pro 
lidské zdraví. Zvláště v mikrobiologických laboratořích a na místech využívaných pro 
poskytování intenzivní lékařské péče je požadována pravidelná a dokonalá dezinfekce 
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povrchů, aby se snížil počet bakterií a aby se zabránilo jejich přenosu. Tradiční metody 
manuální dezinfekce vytíráním nejsou v delším období efektivní, nemohou být 
standardizované a jsou náročné na čas a personál36. Užití agresivních chemikálií jako 
detergentů, alkoholů a chlóru při manuální dezinfekci není též vhodné z hlediska životního 
prostředí. 
Možnou alternativní metodou dezinfekce je přímé ozáření ultrafialovými paprsky C 
(UV-C) o vlnové délce 245 nm. Tento typ záření je však zdraví škodlivý, je tedy spojen 
s rizikem vzniku nemoci z povolání. Navíc je efektivní pouze při přímé aplikaci, takže 
zastíněná místa, např. zařízením nebo další překážkou v ozářené oblasti, jako jsou jamky 
v používaném materiálu, zůstávají neošetřena. 
Fotokatalýza je alternativou k dezinfekci UV-C zářením a výrazná antimikrobiální 
účinnost je dosažitelná užitím delších vlnových délek záření, které jsou přirozeně přítomné 
v okolním slunečním a v umělém záření. Vhodnými fotokatalytickými materiály jsou 
polovodiče s velkou šířkou zakázaného pásu jako TiO2, SnO2 a ZnO, které absorbují delší 
vlnové délky UV záření (UV-A, 320–400 nm). Nejvíce využívaný oxid titaničitý po ozáření 
rozkládá organické látky oxidací dírami ( +vbh ) vzniklými ve valenčním pásu a hydroxylovými 
radikály ( •HO ) vytvářenými oxidací vody (reakce (1)–(5)). Takové fotokatalytické oxidace 
způsobují poškození mikroorganismů, které jsou tvořeny mimo jiné i organickými látkami. 
2.3.1 Rozvoj poznatků o fotokatalytické inaktivaci mikroorganismů 
Fotokatalytická inaktivace mikroorganismů byla poprvé zaznamenána v roce 1985 
Matsunagou a kolektivem. V jejich výzkumu byly mikroorganismy Lactobacillus 
acidophilus, Saccharomyces cerevisiae a Escherichia coli úplně inaktivovány užitím prášku 
TiO2 s přídavkem platiny. Inaktivační mechanismus buňky byl vysvětlen oxidací koenzymu A 
a následnou inhibicí dýchání buněk, která způsobí smrt buňky. Toto vysvětlení zdůraznilo 
potřebu přímého kontaktu mezi TiO2 a cílovými buňkami, aby byla zajištěna přímá oxidace 
komponent buňky14. Od té doby vzniklo mnoho prací o fotokatalytické inaktivaci, které 
využívaly široké spektrum organismů včetně bakterií, hub, virů, fágů, řas, prvoků a 
rakovinných buněk. Jako polovodičový fotokatalyzátor byl užíván obvykle TiO2, v některých 
případech také ZnO, zkoumán bylo rovněž efekt přídavku různých příměsí (Ag, Cu, Al) na 
fotokatalytickou inaktivaci mikroorganismů. Byl zaznamenán vliv koncentrace polovodiče, 
intenzity světla, teploty, velikosti částic, pH, typu mikroorganismů a vlhkosti. Mechanismus 
usmrcování založený na fotokatalytických reakcích s TiO2 však není dosud spolehlivě 
objasněn. 
2.3.2 Možné mechanismy fotokatalytického působení na mikroorganismy 
Fotokatalytická inaktivace mikroorganismů byla vysvětlena různými mechanismy: 
• působením na buněčnou stěnu, v důsledku čehož může dojít k poškození buněčné 
stěny a buněčné membrány, fyzikálně-chemickým změnám buněčné membrány, 
zvýšení propustnosti buněčné membrány pro Ca2+ nebo snížení aktivity superoxid 
dismutázy (enzym chránící před oxidačním stresem) uvnitř buňky, 
• abnormálním dělením buňky. 
 20 
2.3.2.1 Působení na buněčnou stěnu 
Většina vědců předpokládá, že cílem fotokatalytického působení je buněčná stěna37. 
Důležitost buněčné stěny a cytoplazmatické membrány v procesu fotokatalytické inaktivace 
buňky ukázali Saito se spolupracovníky (1992) pomocí transmisní elektronové mikroskopie. 
Po 60 minutách TiO2 fotokatalýzy byla buněčná stěna Streptococcus sobrinus AHT částečně 
poškozena a po 120 minutách došlo k rozpadu buňky. Také zjistili, že fotokatalytická reakce 
TiO2 způsobí rychlý únik draselných iontů a pomalý únik RNA a proteinů. Saito a kol. podal 
následující vysvětlení inaktivace: smrt bakterie byla způsobena vážnou poruchou 
v propustnosti buňky a rozkladem buněčné stěny. Obal buňky je významným cílem poškození 
TiO2 fotokatalýzou nejen u prokaryotických buněk, ale i u eukaryotických38. 
TiO2 fotokatalýza je často zkoumána s využitím gramnegativní bakterie E. coli, která je 
považována za model bakteriálního znečištění. Buněčný obal E. coli se skládá z následujících 
tří vrstev (směrem k povrchu buňky): z cytoplazmatické membrány, vrstvy peptidoglykanu a 
vnější membrány. Vnější membrána a vrstva peptidoglykanu se společně nazývají buněčná 
stěna. 
Detailnější mechanismus baktericidního účinku popsali v roce 2000 Huang a kol.38, 
kteří zkoumali účinek TiO2 fotokatalýzy na bakterii Escherichia coli (Obr. 6). Oxidační 
poškození se projeví nejdříve na buněčné stěně, kde dochází k prvnímu kontaktu 
fotokatalytického povrchu TiO2 s nepoškozenou buňkou. Buňky s porušenou buněčnou 
stěnou jsou stále životaschopné. Po tom, co je ochrana buněčnou stěnou vyřazena, dochází 
k oxidačnímu poškození cytoplazmatické membrány, která leží pod buněčnou stěnou. 
V důsledku fotokatalytického působení dochází postupně ke zvyšování propustnosti buňky a 
následně k volnému výtoku vnitrobuněčného obsahu, což nakonec vede ke smrti buňky. 
K urychlení smrti buňky mohou přispět volné částice TiO2, které proniknou do buněk 
s poškozenou membránou a následně zaútočí přímo na vnitrobuněčné složky. Menší částice 
TiO2 pronikají do buněk rychleji a způsobují rychlejší vnitrobuněčné poškození. 
 
Obr. 6 (a-c) Schématické znázornění procesu fotoinaktivace E. coli na filmu TiO2 (ref. 39) 
Při útoku na buněčnou stěnu E. coli způsobuje oxid titaničitý rozklad lipopolysacharidů 
(LPS), které jsou spolu s fosfolipidy a proteiny hlavními složkami vnější membrány, která je 
vnější vrstvou buněčné stěny. Koncentrace LPS během počátečního pomalého kroku 
inaktivace neporušených buněk mírně vzrůstá. Vzrůst vypovídá o tom, že vnější membrána je 
rozložena fotokatalýzou a že LPS jsou z vnější membrány buněk uvolněny. Následujícím 
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ozařováním koncentrace LPS klesá, což indikuje, že volné LPS a pravděpodobně i vázané 
LPS jsou rozloženy fotokatalytickou reakcí. Oproti tomu koncentrace peptidoglykanu 
v peptidoglykanové vrstvě se při stejných podmínkách ozařování nemění. Nepřítomnost změn 
v koncentraci peptidoglykanu ukazuje, že fotoinaktivační proces probíhá i bez rozkladu 
peptidoglykanu39. 
V cytoplazmatické membráně dochází k významnému oxidačnímu působení produktů 
fotokatalýzy na lipidy, tedy k peroxidaci lipidů. Prvním cílem jsou nenasycené mastné 
kyseliny (polynenasycené fosfolipidy). Oxidační poškození lipidů vede k vytvoření 
malondialdehydu (MDA), což je vysoce reaktivní látka, která může způsobit degeneraci 
molekul proteinů nebo bází nukleových kyselin. Byly zaznamenány mutagenní efekty 
malondialdehydu na bakterie. Předpokládá se, že degradačními produkty malondialdehydu 
jsou monoaldehydy (formaldehyd, acetaldehyd), monoketony (aceton), karboxylové kyseliny 
(mravenčí a/nebo octová kyselina) nebo produkty úplné mineralizace jako CO2 a H2O. Bagchi 
a kol. uvedli jako výsledek peroxidace lipidů tvorbu čtyř hlavních metabolitů lipidů 
(malondialdehyd, formaldehyd, acetaldehyd a aceton)40. Strukturní a funkční rozrušení 
cytoplazmatické membrány peroxidací lipidů je významnou příčinou smrti buňky. 
Buňky, na něž působil TiO2, ztrácejí životaschopnost i po tom, kdy byl zdroj UV záření 
vypnut, nebo po odstranění TiO2. Ve tmě totiž může poškozování buněk pokračovat díky 
Fentonovým reakcím nebo řetězovými reakcemi volných radikálů v rámci peroxidace 
lipidů38. 
2.3.2.2 Abnormální dělení buňky 
Dalším možným mechanismem fotokatalytického působení na mikroorganismy je 
abnormální dělení buňky pozorované při fotokatalytické inaktivaci modelové bakterie 
Pseudomonas aeruginosa37. Při normálním dělení bakteriální buňky začne ve střední části 
buňky z cytoplazmatické membrány vyrůstat prstencovitá vychlípenina směřující dovnitř 
buňky, až vytvoří přepážku rozdělující buňku na dvě zhruba stejně velké části. Přepážka se 
pak pokryje buněčnou stěnou, takže z původní jedné buňky vzniknou dvě buňky, které se od 
sebe buď oddělí, nebo zůstanou spojeny v řetízku. Ozářené bakterie v přítomnosti tenkých 
filmů TiO2 však nevytvořily přepážku. Dělení buněk nebylo dokončeno a dceřiné buňky 
zůstaly spojeny zvětšeným útvarem připomínajícím most. Po delším ozařování měly 
bakteriální buňky abnormální buněčnou stěnu nepravidelného tvaru a hodně buněk bylo 
zvětšených s výrůstky, které obsahovaly buněčný materiál v některých případech obklopený 
materiálem připomínajícím buněčnou stěnu. To vedlo vědce k předpokladu neúspěšného 
dělení buněk. Bakteriální buňka měla podle nich mnohočetná místa buněčného dělení, 
protože ozáření bakterie v přítomnosti tenkých filmů TiO2 spouští tento mechanismus na 
několika místech. 
2.3.3 Působení reaktivních kyslíkových forem (ROS) na mikroorganismy 
Antimikrobiální aktivita TiO2 využívající UV-A záření v kyslíkové atmosféře byla 
připsána vzniku velmi aktivních forem volných radikálů zvaných ROS (reactive oxygen 
species = reaktivní kyslíkové formy). Hydroxylové radikály ( •HO ) a superoxidové radikály 
( −•2O ) se považují za formy, které se nejvíce tvoří anodickými a katodickými cestami, a to 
fotokatalytickými procesy v přítomnosti kyslíku. Obě formy vysoce reagují s biologickými 
 22 
vzorky. Dalšími reaktivními kyslíkovými formami jsou peroxid vodíku (H2O2), 
hydroperoxylový radikál ( •2HO ) a singletový kyslík ( 2
1O ) (ref.41). 
Existují však pochybnosti o tom, která z těchto forem je nejdůležitější při fotokatalytické 
inaktivaci mikroorganismů. V literatuře14, 36, 42, 43 je za nejefektivnější činidlo nejčastěji 
považován hydroxylový radikál. Byla zaznamenána výborná lineární závislost mezi 
množstvím OH radikálů a rozsahem inaktivace E. coli při dezinfekci pomocí fotokatalyzátoru 
TiO243. 
Jiný výzkum44 však poukázal na to, že skutečným smrtícím činidlem je H2O2, který je při 
fotokatalýze vytvářen reakcí mezi dvojicí •HO  a redukcí, nebo disproporcionací −2O  
v mřížce. Při ozařování E. coli na filmu oxidu titaničitého byl pozorován fotokatalytický 
baktericidní efekt s podobnou účinností v soustavě bez membrány i v soustavě s membránou, 
přičemž se předpokládalo, že membrána deaktivuje radikály dříve, než jí projdou k buňkám E. 
coli. Z tohoto výzkumu by vyplývalo, že radikály nemají významný vliv při fotokatalytické 
inaktivaci mikroorganismů. 
•HO  jsou vysoce reaktivní, ale mají kratší životnost a menší efektivní pohyblivost. 
Existují názory, že •HO  nemohou proniknout buněčnou stěnou, zatímco peroxid vodíku jí 
prochází. Koncentrace H2O2, který je produkován fotokatalýzou, je však nízká, a proto je 
předpokládán společný účinek s dalšími kyslíkovými formami. 
2.3.4 Vliv UV záření na mikroorganismy 
Vystavení mikroorganismů samotnému UV záření má několik účinků na buněčný systém. 
UV-C záření (200–290 nm) je frakcí UV záření, která má největší energii. Všechny buněčné 
typy snadno podléhají poškozením vyvolaným UV-C, protože mnoho biologicky důležitých 
molekul včetně nukleových kyselin a proteinů silně absorbuje tyto vlnové délky. Na rozdíl od 
destruktivních účinků UV-C vlivy záření s delší vlnovou délkou, UV-A (320–400 nm) a 
UV-B (290–320 nm), jsou převážně zprostředkované senzibilizátory spíše než přímou 
absorpcí energie složkami buňky citlivými na světlo45. 
UV-B záření má přímý i zprostředkovaný účinek vytvářející fotoprodukty DNA. 
UV-A záření působí obvykle jen nepřímo. Indukuje tvorbu chemických meziproduktů, 
jako jsou reaktivní kyslíkové formy −•2O , H2O2 a 
•HO . Dochází tedy k oxidačnímu stresu, 
jehož důsledkem je poškození buněčné stěny, proteinů a nukleových kyselin. UV-A záření 
způsobuje různé druhy poškození DNA, jako jsou jednovláknové štěpy nebo změnu bází. 
Kumulativní poškození způsobené těmito reaktivními kyslíkovými formami (ROS) může vést 
ke smrti buňky. Proto i u kontrolních vzorků ozařovaných bez přítomnosti fotokatalyzátoru 
dochází k redukci bakterií36. 
Bakterie si ale vyvinuly mechanismus opravy nebo tolerance k poškození DNA vyvolané 
UV zářením. Bakterie se mohou obnovit některým z reparačních mechanismů buňky, jako 
je fotoreaktivace, oprava vyříznutých nukleotidů, oprava mutagenní DNA a oprava 
rekombinace DNA, které dovolují opětovný růst16. 
2.3.5 Sporulující bakterie při fotokatalýze 
Sporulující bakterie, např. rod Bacillus, jsou odolnější vůči fotokatalytickému působení 
oproti jiným bakteriím, např. modelovému mikroorganismu E. coli. Odlišná citlivost E. coli a 
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Bacillus sp. na fotokatalytické působení může být způsobena morfologickými odlišnostmi 
mezi těmito skupinami bakterií. Odolnost Bacillus sp. může být vysvětlena jeho schopností 
sporulace. Když je rod Bacillus vystaven stresovým podmínkám, jako jsou změny teploty a 
tlaku nebo nedostatek substrátu, je schopen tvořit spory. Tyto malé oválné nebo kulaté útvary 
jsou charakterizovány cyklickým střídáním fází vegetativního růstu, sporulace a klíčení. 
Spory jsou velmi odolné k vyššímu tlaku, teplu a UV záření. Stěna spor obsahuje protein 
keratin bohatý na sulfidové vazby, které jsou zodpovědné za silnou odolnost vůči 
chemikáliím a fyzikálním změnám, např. vůči stresu vyvolanému fotokatalýzou. Odolnost 
spor vůči UV záření je výsledkem souboru molekulárních interakcí, které nastávají během 
sporulace, stádia dormance (klidu) a klíčení45. 
2.3.6 Směsné kultury bakterií při fotokatalýze 
Mikroorganismy ve směsných kulturách jsou po ozáření UV zářením v přítomnosti 
fotokatalyzátoru inaktivovány jinou rychlostí, než kdyby byly použity čisté kultury 
mikroorganismů. Bylo pozorováno, že fotokatalytická inaktivace E. coli ve směsné kultuře 
obsahující také Bacillus sp. je mnohem rychlejší než v čisté kultuře E. coli45. Tato skutečnost 
byla vysvětlena soutěžením E. coli a Bacillus sp. o živiny. Také je známo, že mikroorganismy 
jako Bacillus sp. produkují antibiotika, která vedou k inhibici nebo zabíjení dalších 
mikroorganismů. Například druhy Bacillus produkují polypeptidové antibiotikum polymyxin 
a bacitracin. Polymyxin produkovaný Bacillus poly způsobuje poškození cytoplazmatické 
membrány gramnegativních bakterií. Vědci se domnívají, že by mohla antibiotika vytvořená 
Bacillus sp. způsobit větší citlivost buněčné stěny E. coli k fotokatalytickému působení. 
Zrychlení fotokatalytické dezinfekce E. coli v přítomnosti Bacillus sp. je tedy pravděpodobně 
způsobeno kombinovaným působením antibiotik produkovaných Bacillus sp. a TiO2 
fotokatalýzy. 
2.3.7 Srovnání fotokatalytické inaktivace u bakterií, kvasinek a plísní 
Mikroorganismy se významně liší ve svých schopnostech tolerovat různé sterilizační a 
dezinfekční postupy. Tyto odlišnosti jsou závislé na morfologických (strukturních) a 
biochemických charakteristikách mikroorganismů. 
Erkan a kolektiv14 zkoumali inaktivaci Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Saccharomyces cerevisiae a spor Aspergillus niger na filmu oxidu titaničitého, který byl 
ozářen umělým zdrojem záření se spektrem vlnových délek obdobných slunečnímu záření. 
Antimikrobiální účinnost vůči různým mikroorganismům a sporám hub klesala v následujícím 
pořadí: Escherichia coli > Staphylococcus aureus > Saccharomyces cerevisiae > spory 
Aspergillus niger, přičemž složitost a síla buněčné stěny v tomto pořadí vzrůstaly. Toto pořadí 
odpovídá předpokladu, že primárním krokem fotokatalytického rozkladu je útok na buněčnou 
stěnu. Pokud je buněčná stěna silná, předpokládá se větší odolnost mikroorganismů 
k fotokatalytické inaktivaci. 
Grampozitivní bakterie jsou obklopeny tlustou buněčnou stěnou širokou 250 Å, která je 
složena z peptidoglykanu a teichové kyseliny. Gramnegativní bakterie jsou obklopeny vrstvou 
peptidoglykanu o šířce 30 Å, která je pokrytá vnější membránou šířky 80 Å. Vnější 
membrána je mozaikou proteinu, fosfolipidu a lipopolysacharidu. E. coli má jako všechny 
gramnegativní bakterie tenkou buněčnou stěnu, která bakterii nemůže chránit před 
fotokatalytickou oxidací, takže inaktivace začíná okamžitě se začátkem ozařování. Dalším 
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důvodem nižší fotokatalytické odolnosti E. coli může být inaktivace proteinů a molekul 
dalších látek, které jsou přítomné ve vnější membráně a periplazmatickém prostoru 
gramnegativních bakterií, fotokatalytickou oxidací. Inaktivace S. aureus, který je 
grampozitivní bakterií, trvala déle než inaktivace E. coli vzhledem k jeho tlustší a pevnější 
buněčné stěně. Někteří vědci38 jsou však na základě svých výzkumů toho názoru, že doba 
potřebná k inaktivaci grampozitivních a gramnegativních bakterií se významně neliší, i když 
mají grampozitivní bakterie tlustší buněčnou stěnu. Vědci, kteří zkoumali odolnost 
grampozitivních a gramnegativních bakterií vůči fotokatalytickému působení v závislosti na 
teplotě46, zjistili, že při teplotě 45 °C došlo dokonce k rychlejší inaktivaci grampozitivních 
bakterií než gramnegativních bakterií, což bylo vysvětleno morfologickými odlišnostmi. 
Kvasinka S. cerevisiae má silnou buněčnou stěnu hlavně kvůli vnitřní vrstvě buněčné 
stěny, která se skládá z β-D-glukanů a chitinu. Dohromady tvoří 50–60 % hmotnosti sušiny 
stěny. Protože je S. cerevisiae navíc eukaryotním mikroorganismem, struktura její buňky je 
složitější. Rychlost inaktivace této kvasinky je nižší než rychlost inaktivace bakterií E. coli a 
S. aureus, což signalizuje vliv relativně složitější morfologie eukaryotického mikroorganismu 
a silné buněčné stěny na rychlost inaktivace. Ozářením se zmenšila velikost kolonií S. 
cerevisiae oproti jejich původní velikosti; to ukazuje, že jsou pravděpodobně přežívající 
kolonie oslabené. 
Hlavními polysacharidy plášťů spor plísně A. niger jsou, stejně jako u buněčné stěny 
mikroorganismů, chitin a glukan. Tyto spory jsou extrémně odolné vůči nepříznivým 
podmínkám, mají schopnost přežít drastické a stresující změny v životním prostředí a vyklíčit 
po dlouhé době strávené v obtížném prostředí. V průběhu procesu fotokatalytické inaktivace 
nebyla pozorována ani kompletní inaktivace spor, ani žádný podstatnější rozdíl ve vyvíjení 
mycelia14. 
Srovnatelné výsledky a vysvětlení rozdílů rychlostí fotokatalytické inaktivace bakterií a 
hub uvádějí i další autoři36, 42, 47, 48. 
2.3.8 Vlivy prostředí působící na mikroorganismy při fotokatalýze 
V průběhu fotokatalytického procesu působí na mikroorganismy prostředí, ve kterém se 
nacházejí. Ke zkoumaným parametrům v případě suspendovaného TiO2 patří přítomnost 
kyslíku, koncentrace TiO2, intenzita světla, kontinuální doba ozáření, teplota, pH, přítomnost 
peroxidu vodíku, přítomnost iontů, zákal. Tyto parametry včetně formy katalyzátoru a příměsí 
ve fotokatalyzátoru ovlivňují rychlost fotokatalytické inaktivace. 
2.3.8.1 Přítomnost kyslíku 
Při fotokatalytickém působení na bakterii Escherichia coli dochází k významné inaktivaci 
jen v přítomnosti rozpuštěného kyslíku. Fotokatalytická inaktivace E. coli je účinnější při 
saturaci kyslíkem než ve vzduchu. V nepřítomnosti kyslíku není pozorována inaktivace E. 
coli. Toto pozorování může být vysvětleno na základě hypotézy, že více dostupných 
rozpuštěných molekul kyslíku zháší více elektronů ve vodivostním pásu a snižuje možnost 
rekombinace párů elektron-díra, což následně vede k produkci většího počtu OH radikálů43. 
2.3.8.2 Koncentrace TiO2 
Vyšší účinnosti inaktivace E. coli se dosáhne při vyšší koncentraci TiO2. Rozsah inaktivace 
E. coli však není lineárně závislý na koncentraci TiO2. To znamená, že při vyšší koncentraci 
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TiO2 se tvoří více reaktivních forem zodpovědných za inaktivaci E. coli, ale ne přímo úměrně. 
Počáteční rychlost inaktivace E. coli vzrůstá s rostoucím množstvím fotokatalyzátoru až na 
úroveň, která odpovídá úplné absorpci dopadajícího světla oxidem titaničitým. Při zvyšování 
koncentrace TiO2 z 1g.l0,1 −  na 1g.l0,2 −  již nedochází ke zvýšení účinnosti inaktivace E. coli. 
S rostoucí koncentrací TiO2 totiž dochází k fotokatalytickému nasycení, což si lze představit 
soutěží mezi plochou povrchu fotokatalyzátoru a ztrátou světla rozptylem. Vyšší koncentrace 
TiO2 sice poskytuje více povrchově aktivních míst, zároveň však snižuje hloubku pronikání 
světla do suspenze tím, že zvyšuje rozptyl světla, což snižuje účinnost fotokatalytické 
inaktivace E. coli46. Optimální koncentrace TiO2 je závislá též na počáteční koncentraci 
bakterií43. 
2.3.8.3 Intenzita světla 
K rychlejší inaktivaci E. coli dochází při vyšší intenzitě světla, závislost však není lineární. 
Tento parametr ovlivňuje nejen rychlost inaktivace, ale také chování bakterie po ukončení 
ozařování. Inaktivace bakterií bez přídavku katalyzátoru je více ovlivněna vzrůstem intenzity 
ve srovnání s fotokatalytickým systémem. Po ozáření v přítomnosti TiO2 klesá počet bakterií i 
ve tmě. Na rozdíl od toho v systému bez katalyzátoru je po skončení ozařování pozorováno 
obnovení bakterií46. 
2.3.8.4 Kontinuální doba ozáření 
Na rychlost inaktivace E. coli má vliv přerušení ozáření, přičemž rozsah tohoto efektu 
závisí na stavu reakce. Přerušení na počátku fotokatalytického působení podporuje obranný 
mechanismus a čas potřebný k úplné dezinfekci následně vzrůstá. Na rozdíl od toho krátká 
doba tmy po dlouhé době ozáření neovlivňuje rychlost inaktivace bakterie. Odezva na 
přerušení ozařování se u různých mikroorganismů liší46. 
2.3.8.5 Teplota 
U grampozitivních bakterií, např. rodu Enterococcus, dochází se vzrůstem teploty z 23 °C 
na 45 °C ke zvýšení rychlosti fotokatalytické inaktivace, zatímco u gramnegativních bakterií 
teplota zvyšuje odolnost vůči fotokatalytickému působení. Koliformní bakterie jsou však 
citlivé ke zvýšení teploty46. Proto s rostoucí teplotou dochází při použití TiO2 
fotokatalyzátoru k rychlejší inaktivaci E. coli. Při vyšší teplotě se totiž zvyšuje tvorba OH 
radikálů. Rychlost inaktivace E. coli však překračuje očekávaný vzrůst zapříčiněný rychlejším 
vytvářením OH radikálů. To lze vysvětlit změnou citlivosti mikroorganismů v závislosti 
na teplotě43. Citlivost bakterií k teplotě je ovlivněna i dalšími faktory, jako jsou koncentrace 
buněk a jejich fyziologické předpoklady. 
2.3.8.6 Vliv pH 
Bylo zjištěno, že pH v rozmezí 5,6 a 8,1 nemá vliv na inaktivaci E. coli. Povrch buňky E. 
coli má negativní náboj a TiO2 částice má nulový náboj při pH okolo 6,3. Očekávalo se tedy, 
že elektrostatické odpuzování mezi povrchem TiO2 a E. coli bude při vyšším pH vyšší, 
protože TiO2 částice i buňka E. coli budou mít stejný záporný náboj. Tento jev ale nebyl 
pozorován. Předpokládá se, že za toto chování by mohla být zodpovědná přítomnost 
hydroxylových radikálů rozptýlených v suspenzi TiO2. Vliv elektrostatických interakcí mezi 
nabitým povrchem buňky a povrchem TiO2 by mohl být nevýznamný při určování celkové 
fotokatalytické aktivity43.  
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2.3.8.7 Přítomnost peroxidu vodíku 
Přítomnost H2O2 jako přídavného akceptoru elektronů zvyšuje rychlost fotokatalytické0 
inaktivace E. coli49. 
2.3.8.8 Přítomnost iontů 
Přítomnost iontů (zvláště −24HPO  a 
−
3HCO ) zpomaluje rychlost inaktivace E. coli 
soutěžením o oxidující radikály nebo blokováním aktivních míst katalyzátoru TiO2 tím, že se 
na oxid titaničitý adsorbují. Zkoumání vlivu opačných iontů na fotokatalytickou inaktivaci 
ukázalo, že proces byl více zpomalen K+ než Na+49. 
2.3.8.9 Zákal 
Negativní vliv na rychlost inaktivace bakterií v případě dezinfekce vody má zákal vody. 
Vyšší zakalení vody snižuje rychlost fotokatalytické inaktivace bakterií různými způsoby jako 
stimulováním růstu bakterií, snižováním koncentrace kyslíku, soutěžením organických částic 
s bakteriemi o •HO  radikály a snížením průniku světla46.  
2.3.8.10 Imobilizace katalyzátoru 
Nižší baktericidní účinek má TiO2 fixovaný na skle ve srovnání se suspendovaným. Dávka 
nezbytná pro úplnou inaktivaci se s rostoucí koncentrací fixovaného TiO2 snižuje46. 
2.3.8.11 Krystalická forma katalyzátoru 
Obecně je za fotoaktivní formu oxidu titaničitého považován anatas, zatímco rutil je 
považován za méně fotokatalyticky aktivní formu. Avšak z důvodů, které ještě nebyly 
vysvětleny, má směs anatasu a rutilu, např. TiO2 Degussa P-25, který se skládá ze 70 % 
anatasu a 30 % rutilu, lepší fotoaktivitu než kterákoli samotná fáze. Imobilizovaný TiO2 P-25 
je účinnější v inaktivaci bakterií ve srovnání s imobilizovanou anatasovou nebo rutilovou 
formou oxidu titaničitého. Dřívější práce ukazují, že při fotodegradaci organických látek je 
anatas efektivnější než rutil. Tento fakt je vysvětlován vyšší Fermiho hladinou anatasu, která 
mu dává výhodné vlastnosti při fotokatalýze. 
Byly však provedeny pokusy, kdy čas potřebný pro úplnou inaktivaci E. coli byl vyšší u 
anatasu než u rutilu a P-25. Imobilizovaný rutil se tedy jevil aktivnější než anatas, což může 
být vysvětleno46: (1) zvýšením synergistického působení světla a fotokatalyzátoru kvůli 
vyššímu rozptylu světla v rutilových vzorcích; (2) silnější absorpcí rutilu v blízkém 
ultrafialovém záření (360–400 nm) než anatasu (< 370 nm); (3) zvýšením propustnosti světla 
do suspenze bakterií díky vyššímu indexu lomu rutilu, kompaktnější struktuře, a tedy vyšší 
hustotě; (4) odražením více ultrafialového záření u anatasu než u rutilu, UV záření je tedy 
méně dostupné pro bakterie; (5) fotochemickou stabilitou rutilu, která je větší než u anatasu; 
(6) možnou vyšší adsorpcí bakterií na katalyzátor ve formě rutilu než anatasu; (7) menší 
velikostí částic a úzkou distribucí částic u rutilu než u standardních anatasových produktů. 
Nevýhodou rutilu je jeho relativně vyšší neprůhlednost než anatasu, což limituje průnik světla 
ve fotoreaktoru. 
2.3.8.12 Příměsi ve fotokatalyzátoru 
Při fotokatalytické inaktivaci mikroorganismů se využívají nejen čisté filmy oxidu 
titaničitého, ale i oxid titaničitý s příměsmi (stříbro, železo). 
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Výzkumy bylo zjištěno, že vrstva TiO2 s přídavkem stříbra je efektivnější při inaktivaci 
mikroorganismů než čistá vrstva TiO240. Může to být připsáno schopnosti stříbra zachytávat 
elektrony a předcházet rekombinaci elektronů a děr ve fotokatalytickém procesu a také jeho 
baktericidním vlastnostem50. Mechanismus působení Ag přítomného na oxidu titaničitém 
ozářeném UV zářením je založen na vyšší pozici Fermiho hladiny oxidu titaničitého než 
stříbra. Přenos elektronu z TiO2 na stříbrné částice pokrývající TiO2 vyústí ve vrstvu náboje 
na rozhraní mezi Ag a TiO2. Ag tak může pomoci separaci elektronu od díry tím, že přitahuje 
fotoelektrony51: 
+− +→+ pehν)TiO( 2   (17) 
−− →+ Agee)Ag(   (18) 
 
To umožní dírám vzniklým působením záření ve valenčním pásu reagovat s OH– 
adsorbovanými na TiO2 a vzniknou •HO , které jsou schopné degradovat okolní adsorbované 
bakterie: 
•+− →+ OHpOH   (19) 
kultivace)(neschopnákultivace)(schopnáOH coliE.coliE. →+•   (20)  
 
Ag může také zvyšovat rychlost odstranění a přenosu elektronů z částic katalyzátoru na 
molekulový kyslík za vzniku superoxidových radikálů. Superoxidové radikály podstoupí další 
reakce za vzniku hydroxylových radikálů prostřednictvím tvorby peroxidu vodíku, který se 
používá na oxidaci bakteriálního znečištění. 
Aktivní proti mikroorganismům je po ozáření viditelným světlem i tenký film TiO2 
s příměsí železa13, 52. 
2.3.9 Další fotokatalyticky aktivní filmy pro inaktivaci mikroorganismů 
K fotokatalytické inaktivaci mikroorganismů lze použít kromě TiO2 i ZnO. Pokud je 
katalytický polovodičový prášek oxidu zinečnatého suspendovaný ve vodném prostředí a 
ozářený blízkými UV λ < 385 nm, dochází k tvorbě •HO  radikálů, které jsou vysoce toxické 
vůči mikroorganismům a velmi reaktivní při oxidaci organických látek. Po ozáření sodným 
světlem byl zjištěn dobrý mikrobicidní efekt ZnO. Při inaktivaci bakterií byla fotoreaktivita 
ZnO stejně vysoká jako u TiO2. U kvasinky Candida albicans byl film oxidu zinečnatého 
méně aktivní než film oxidu titaničitého, při pokusech se Saccharomyces cerevisiae byl film 
oxidu zinečnatého aktivnější než film oxidu titaničitého. Přímý mikrobicidní účinek nelze 
pozorovat při ozáření sodným světlem v nepřítomnosti ZnO ani ve tmě v přítomnosti ZnO42.  
2.4 Kvasinky 
Pro zkoumání fotokatalytické inaktivace mikroorganismů jsou vhodným biologickým 
materiálem kvasinky. Jedná se o heterotrofní eukaryotní mikroorganismy, které náležejí mezi 
houby (Fungi). Jsou to většinou jednobuněčné organismy rozmnožující se převážně pučením 
a zpracovávající zdroje uhlíku obvykle kvašením. Tato charakteristika však neplatí striktně. 
Některé kvasinky mohou za určitých podmínek vytvářet mycelia, mohou tedy existovat i ve 
 28 
vícebuněčné formě. Většina kvasinek se rozmnožuje pučením, ovšem při růstu ve formě 
mycelia dochází k přehrádečnému dělení a existuje jeden kvasinkový rod (rod 
Schizosaccharomyces), jehož příslušníci se i v jednobuněčné formě rozmnožují přehrádečným 
dělením. Některé kvasinky nejsou schopny fermentace a zdroje uhlíku a energie zpracovávají 
výhradně oxidativními způsoby. 
Podle způsobu pohlavního rozmnožování patří některé z nich mezi askomycety, jiné mezi 
basidiomycety (souhrnně označovány jako teleomorfní kvasinky), u některých pohlavní 
rozmnožování není známo, ty jsou řazeny mezi deuteromycety (anamorfní kvasinky). 
Kvasinkoví taxonomové obvykle ještě odlišují skupinu tzv. kvasinkovitých mikroorganismů, 
tj. organismů, které mají složitější životní cyklus, v němž však má výrazné zastoupení fáze 
kvasinková, tj. fáze, kdy se mikroorganismus rozmnožuje v jednobuněčné formě pučením53. 
2.4.1 Morfologie kvasinek 
Kvasinkovité buňky obvykle dosahují v delším rozměru 3–15 μm. Tvar buněk do jisté 
míry závisí na kultivačních podmínkách, ale zejména je dán rodovou příslušností. 
Nejběžnějším tvarem je rotační elipsoid, běžný je také kulatý či protáhlý tvar. Trojúhelníkový 
tvar mají za některých kultivačních podmínek buňky rodu Trigonopsis. 
2.4.2 Cytologie kvasinek 
Vegetativní kvasinková buňka (Obr. 7) se skládá ze silné a pevné buněčné stěny, jemné 
cytoplazmatické membrány, cytoplazmy, která obsahuje řadu membránových struktur, a jádra 
odděleného od cytoplazmy dvojitou jadernou membránou. Pohybové orgány, tj. bičíky, 
vegetativní buňky kvasinek nemají. Některé rody kvasinek tvoří pohlavní spory. 
 
Obr. 7 Schéma průřezu buňkou kvasinek: 1 – buněčná stěna, 2 – jizva zrodu, 3 – cytoplazmatická 
membrána, 4 – jádro, 5 – jaderná membrána, 6 – vakuola, 7 – endoplazmatické retikulum, 8 
– mitochondrie, 9 – glykogen, 10 – polymetafosfát (volutin), 11 – lipidy, 12 – Golgiho 
aparát54 
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Buněčná stěna kvasinek má silnou a pevnou strukturu, která dává buňce tvar a chrání ji 
před mechanickými vlivy a osmotickým šokem. Její tloušťka je 150–400 nm. Velkými póry 
stěny mohou volně procházet všechny sloučeniny kromě sloučenin vysokomolekulárních, 
jako jsou polysacharidy a bílkoviny. 
Hlavní složkou buněčné stěny kvasinek jsou polysacharidy, neboť představují 80 % sušiny 
stěny. Mají strukturu vláken, která tvoří hustou pevnou spleť. Tato spleť je vyplněna 
bílkovinami, které představují 6 % až 10 % sušiny stěny. Ve stěně kvasinek je také přítomno 
malé množství lipidů a fosfolipidů (3 % až 10 %) a dále fosforečnany vázané esterovými 
vazbami na polysacharidy. Tyto fosfátové zbytky spolu se skupinami –COOH bílkovin dávají 
buňkám kvasinek negativní náboj. 
Hlavní složkou stěnových polysacharidů kvasinek jsou glukany, jejichž stavební kameny 
tvoří glukóza. U některých druhů kvasinek (např. u S. cerevisiae) jsou ve stěně přítomny ještě 
manany, některé (např. též S. cerevisiae) obsahují ve stěně ještě malé množství glukosaminu a 
chitinu (tj. polysacharidu obsahujícího N-acetylglukosamin). 
Na povrchu stěny kvasinek jsou patrné jizvy po pučení. Některé druhy kvasinek (hlavně 
příslušníci rodu Cryptococcus a někteří příslušníci rodů Lipomyces a Trichosporon) tvoří 
kolem svých buněk ještě polysacharidové obaly ve formě pouzder, která se barví jodem 
modře. 
Cytoplazmatická membrána kvasinek, někdy nazývaná plazmalema, je poměrně tenká, 
tloušťky 7,5–8 nm, složená z lipidů a proteinů. Vytváří četné vychlípeniny vybíhající do 
cytoplazmy. Je volně propustná pouze pro malé molekuly bez náboje, a tvoří proto osmotické 
rozhraní mezi buňkou a vnějším prostředím. Je sídlem transportních mechanismů 
umožňujících jednak příjem určitých látek buňkou, jednak transport látek z buňky do 
prostředí. Na rozdíl od bakterií však neobsahuje dýchací enzymy a systém oxidační 
fosforylace. 
Cytoplazma mladých buněk kvasinek se ve světelném mikroskopu jeví jako průhledná, 
homogenní hmota, u starších buněk se objevují zrníčka a jemná nebo větší vakuolizace. 
V cytoplazmě jsou uloženy různé strukturní útvary mající význam pro život buňky: 
Endoplazmatické retikulum – v polyzomech na jeho povrchu se syntetizují bílkoviny; 
Mitochondrie – jsou sídlem dýchacích enzymů a systému oxidační fosforylace; 
Vakuola – obsahuje hydrolytické enzymy a je rezervoárem látek; 
Golgiho aparát – transportuje prekurzory buněčné stěny z cytoplazmy přes 
cytoplazmatickou membránu; 
Cytoskelet – umožňuje vnitrobuněčný pohyb organel. 
Kromě strukturních útvarů se v cytoplazmě kvasinek nacházejí zřetelná zrníčka rezervních 
látek, především volutinu (tj. polymetafosfátu) a polysacharidu glykogenu. Dalšími složkami 
cytoplazmy jsou ribozomy, ribonukleové kyseliny, enzymy, nukleosidy, meziprodukty 
metabolismu včetně některých vitamínů, aminokyseliny a některé anorganické ionty. 
Jádro kvasinek je od cytoplazmy odděleno dvojitou jadernou membránou s velkými póry 
a je umístěno přibližně ve středu buňky. U nejlépe prostudované kvasinky, tj. Saccharomyces 
cerevisiae, bylo zjištěno 16 chromozomů v haploidním jádře. Kvasinkové chromozomy 
obsahují podobně jako chromozomy ostatních eukaryot chromatin. V jádře druhu 
Saccharomyces cerevisiae se vyskytuje také nízkomolekulární DNA délky 2 μm, která má 
kruhovou strukturu a je obdobou plazmidu bakterií. 
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V jádru kvasinek je také jadérko srpkovitého tvaru, uložené těsně pod jadernou 
membránou. Dále je zde zřetelné pólové tělísko vřeténka. Má tvar disku a vycházejí z něj 
vlákna zvaná mikrotubuly, které spolu s tělískem hrají důležitou roli při dělení jádra během 
rozmnožování buněk54. 
2.4.3 Rozmnožování kvasinek 
Pro většinu kvasinek je charakteristické rozmnožování pučením, při němž se na mateřské 
buňce vytváří pupen, který se postupně zvětšuje, dochází k fragmentaci všech buněčných 
organel, z nichž část se stěhuje do pupenu spolu s jádrem po jeho rozdělení. Zúženina mezi 
mateřskou buňkou a pupenem se postupně uzavírá plazmatickou membránou a buněčnou 
stěnou a nová dceřiná buňka se odděluje. Podle místa, kde pupen na povrchu buňky vzniká, se 
rozlišuje pučení monopolární, bipolární a multipolární. U kvasinek pučících na sterigmě 
(Sterigmatomyces) je pupen spojen s mateřskou buňkou úzkou stopkou – sterigmou. 
Kvasinky rodu Schizosaccharomyces se rozmnožují podobně jako bakterie tvořením 
příčných přehrádek. Buňky se nejprve prodlužují jedním směrem do citrónovitého 
(apikulátního) tvaru a až potom se v nejužším místě vytváří příčná přehrádka. Buňky se 
potom oddělí, nebo zůstávají spojené. Oddělené buňky se zakulacují. Jde tedy o kombinaci 
pučení a dělení. Buňky nejprve pučí, pupen se však neoddělí odškrcováním, ale oddělením 
přehrádkou55. 
Vedle vegetativního rozmnožování je u většiny kvasinek znám pohlavní způsob 
rozmnožování. Výsledkem pohlavního rozmnožování jsou pohlavní spory. Většina kvasinek 
tvoří jako pohlavní spory askospory, což jsou endospory, umístěné ve vřecku neboli asku. 
Tyto kvasinky proto řadíme mezi Ascomycotina. Některé rody kvasinek však tvoří pohlavní 
exospory, tj. spory umístěné vně sporotvorných buněk. Tyto rody řadíme mezi 
Basidiomycotina. 
2.4.4 Výskyt kvasinek a jejich význam 
Kvasinky a kvasinkovité organismy jsou v přírodě velmi rozšířeny. Mají většinou pouze 
sacharolytické schopnosti, takže se vyskytují především na materiálech obsahujících cukry, 
tj. na ovoci a na cukernatých potravinách. Dále jsou v květních nektarech, výronech stromů, 
v půdě, ve vzduchu, ve střevním traktu lidí, zvířat a některého hmyzu (např. včel). Šíří se 
různými přenašeči, hlavně hmyzem, větrem apod. 
Hlavní průmyslový význam kvasinek spočívá v jejich použití pro výrobu alkoholických 
nápojů, pekařského a krmného droždí. Přiboudlina, tj. vyšší alkoholy, které se získají při 
rafinaci kvasného lihu, se používá hlavně jako rozpouštědlo laků. Droždí se pro svůj vysoký 
obsah vitamínů skupiny B používá také pro výrobu léčebných výživných preparátů. 
Autolyzáty a extrakty droždí nebo odhořčených pivovarských kvasnic se z týchž důvodů 
používají jako přísady do potravin a jako důležitá složka živných půd v mikrobiologických 
laboratořích. Z buněk kvasinek se izoluje pro komerční účely řada chemikálií, které se 
používají v biochemických laboratořích, např. enzymů, koenzymů, nukleotidů, nukleosidů. 
Speciální kmeny S. cerevisiae se používají pro výrobu ergosterolu, tj. provitamínu D, který 
ozářením ultrafialovým světlem poskytuje vitamín D. Ergosterol se izoluje z buněk 
kvasinek54. 
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Negativní význam kvasinek spočívá v tom, že mohou člověku způsobit škody na 
potravinách i na zdraví. V potravinářském průmyslu mohou být kontaminanty masa, ryb a 
drůbeže, mléčných produktů a zvláště výrobků s vysokým obsahem cukru. Zdraví člověka 
ohrožují mykózy, které jsou zejména v posledních čtyřech desetiletích na vzestupu. 
Nejčastější mykózou je kandidóza, jejímž původcem je více druhů kvasinkovitých organismů 
rodu Candida, zvláště Candida albicans. Nemoc se klinicky projeví jako kandidová sepse, 
velmi častá je asymptomatická kolonizace sliznic či kůže. Závažným onemocněním je rovněž 
kryptokokóza způsobená kvasinkovitou houbou Cryptococcus neoformans. Relativně častá 
je bezpříznaková kolonizace sliznic s rizikem perzistence v ledvinách, prostatě či kůži, u 
pacientů s těžkou poruchou imunity se jedná o život ohrožující infekci. Relativně vzácným 
infekčním onemocněním vyvolaným Candidou albicans je infekční endarteritida a 
mykotické aneurysma. Jedná se o infekční onemocnění kardiovaskulárního systému56. 
Jednou z metod inaktivace negativně působících kvasinek může být právě fotokatalýza. 
2.5 Zdroje optického záření 
Ve fotochemii se nejčastěji využívá oblast záření mezi 100–1000 nm, ale pro fotoiniciaci 
katalyzátoru nejvíce blízká UV oblast. Jako zdroje záření lze použít tepelné zdroje záření, 
které se rozdělují na přírodní (sluneční) a umělé (lampy), nebo luminiscenční, které lze 
rozdělit na přírodní (bioluminiscence) a umělé (výbojky). 
Existují čtyři základní typy umělých zdrojů záření29: 
• obloukové výbojky – kapitola 2.5.1, 
• fluorescenční výbojky – kapitola 2.5.2, 
• žárovky – záření je získáváno žhnutím vhodných vláken v ochranné atmosféře při 
velmi vysoké teplotě, 
• lasery – produkují koherentní záření s velmi vysokou intenzitou. 
2.5.1 Obloukové výbojky 
Tyto výbojky vykazují vysokointenzivní záření vznikající při průchodu elektrického 
proudu kovem nebo jinou sloučeninou, která se nachází v nevelké výbojové komoře, 
vyrobené z těžkotavitelného materiálu (nejčastěji křemene). 





Tyto výbojky jsou vybaveny doplňujícím elektrickým zařízením, které v momentě zážehu 
zajišťuje příkon napětí na elektrodách v několika setinách voltů, potřebného k zapálení 
oblouku, a během provozu zajišťuje stabilitu proudu. Výbojky dosahují plného výkonu až po 
několika minutách po zapnutí. Jejich opakované zažehnutí je možné až po vychladnutí. 
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2.5.1.1 Rtuťové výbojky 
Rtuťové výbojky (Obr. 8) patří mezi nejčastěji používané zdroje záření pro fotokatalytické 
reakce. Výbojové komory rtuťových výbojek se liší podle tvaru. Tvar trubky je určován 
typem použitého rtuťového výboje a konkrétními experimentálními nebo aplikačními 
podmínkami. 
 
Obr. 8 Rtuťová výbojka58 
Proces nahřívání výbojky obyčejně trvá 5–7 minut v závislosti na teplotě okolí. Během 
prvních hodin provozu dochází ke změnám výkonu, což se týká především krátkovlnné 
oblasti. Pokud jsou však výbojky dostatečně chlazeny, nedochází k jejich zahřívání na 
takovou teplotu, aby mohlo k těmto změnám dojít. Na výbojkách je většinou uvedena teplota 
optimálního provozu. 
Rtuťové výbojky se dělí podle tlaku Hg par: 
• Nízkotlaká rtuťová výbojka: pracuje při tlacích rtuťových par okolo 0,1 Pa při 
25 °C, emituje záření o vlnové délce 184,9 a 253,7 nm. 
• Střednětlaká rtuťová výbojka: tento typ výbojek má tlak Hg par v rozsahu od 
stovek do několika tisíc kPa. Emituje záření převážně v rozsahu od 310 do 
1000 nm, přičemž nejintenzivnější čáry má při 313, 366, 436, 576 a 578 nm. 
Relativně vysoký zářivý tok blízký lineárnímu charakteru spektra činí tyto výbojky 
vhodnými pro potřeby fotochemických výzkumů. 
• Vysokotlaká rtuťová výbojka: tlak Hg par je přibližně 10 MPa nebo vyšší, 
emituje záření mezi 200 až 1000 nm. 
2.5.1.2 Xenonové výbojky 
V tomto typu výbojek se používá směs rtuťových a xenonových par při vysokých tlacích. 
Je to intenzivní zdroj ultrafialového, viditelného a blízkého infračerveného záření. Xenonová 
výbojka se používá na simulaci spektra slunečního záření a přítomnost Hg par zvyšuje 
intenzitu záření v UV oblasti. 
2.5.2 Fluorescenční výbojky 
Fluorescenční výbojka je tvořena skleněnou trubkou zevnitř pokrytou fluorescenčním 
luminoforem. Uvnitř trubky se také nachází malé množství rtuti a na obou koncích jsou 
elektrody. Rtuťový výboj vzniklý mezi elektrodami vydává záření, kde se 98 % energie 
vyskytuje v jednom emisním pásu při 254 nm. Záření s vlnovou délkou 254 nm je 
absorbováno luminoforem, který v důsledku toho vyzařuje záření spojitého spektra ve 
viditelné oblasti. Spektrální složení tohoto záření záleží na chemickém složení luminoforu. 
Skleněné trubky přitom slouží jako filtry, které pohlcují krátkovlnnou část spektra. 
 33
2.6 Fluorescenční mikroskopie 
Fluorescenční mikroskopie je založena na poznatku, že některé látky obecně označované 
jako fluorochromy nebo luminofory po absorbci energie ultrafialového záření emitují záření o 
větší vlnové délce (o nižší energii), zpravidla ve viditelné oblasti světelného spektra59. 
Fluorescenční mikroskopie je nesmírně silným nástrojem pro výzkumy na biologickém a 
lékařském poli60. Je dnes nejčastější metodou pro detekci specifických molekul, např. 
proteinů, lipidů, oligo- nebo polysacharidů i konkrétních sekvencí DNA a RNA v buňkách, 
bez nutnosti jejich destrukce a biochemické frakcionace61. Fluorescenční mikroskopie 
využívá jevu fluorescence. 
2.6.1 Fluorescence 
Jev, kdy látka vysílá do prostoru světlo, se nazývá luminiscence. Může k ní docházet při 
chemické reakci – enzym luciferáza oxiduje luciferin u světlušky – potom se hovoří o 
chemiluminiscenci. Pokud k luminiscenci dochází po ozáření, jde o fluorescenci nebo 
fosforescenci62. Nastane-li emise záření z excitovaného elektronového stavu jedním či více 
spontánními energetickými přechody, jedná se o fluorescenci. Fluorescenci pozorujeme 
během buzení a po jeho vypnutí prakticky ihned mizí (doba dohasínání je obvykle řádově 
10–8 s). Uplatňuje-li se při emisi záření z excitovaného elektronového stavu metastabilní 
hladina, jedná se o fosforescenci. Fosforescence má delší dobu dohasínání než fluorescence 
(>> 10–8 s) a obvykle ji nelze pozorovat v roztocích při pokojové teplotě63. 
Pro fluorescenci platí Stokesovo pravidlo, podle něhož má fluorescenční záření delší 
vlnovou délku než záření absorbované. Je však třeba doplnit, že toto pravidlo neplatí obecně; 
fluorescenční záření může mít i kratší vlnovou délku než záření, které fluorescenci vyvolalo. 
Jedná se o tzv. Ramanův jev, který vzniká zejména při vyšších teplotách64. 
Fyzikální podstata fluorescence63 spočívá ve vlastnostech elektronového obalu atomů 
v molekulách fluorochromu. Po absorpci světelného kvanta budícího záření přecházejí 
elektrony ze singletního stavu S0 do excitovaných singletních stavů S1, S2, … a tripletních 
stavů T1, T2, …(Obr. 9). Molekula obvykle přejde z rovnovážné vibrační hladiny stavu S0 do 
některé z vibračních hladin excitovaných stavů. K deexcitaci molekuly dochází buď zářivými 
přechody (luminiscence) nebo nezářivými přechody (vnitřní konverze, mezisystémová 
konverze, vibrační relaxace). Doba trvání τ jednotlivých procesů je pro absorpci řádově 
10–15 s, pro fluorescenci 10–8 s, pro fosforescenci je mnohem delší než 10–8 s (obvykle 
milisekundy až sekundy), pro vibrační relaxaci 10–12–10–13 s, pro vnitřní konverzi 
10–6–10–12 s, pro mezisystémovou konverzi 10–4–10–12 s. 
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Obr. 9 Schéma zářivých a nezářivých přechodů mezi elektronově vibračními stavy složité molekuly 
– budící záření znázorňují modré šipky, zářivé přechody zelené a červené šipky a nezářivé 
přechody černé tečkované šipky63 
Fluorescence je tedy spinově dovolený zářivý přechod, obvykle z rovnovážné vibrační 
hladiny stavu S1 do některé z vibračních hladin základního stavu S0. 
Záření, které luminiscenci vyvolává, se nazývá excitační, záření vysílané látkou se nazývá 
emisní. Rozdílu v energiích mezi maximy absorpčního a emisního pásu se říká Stokesův 
posuv. 
2.6.2 Přístroje založené na fluorescenci 
Přístroje založené na měření fluorescence jsou čtverého typu63: 
1. spektrofluorimetry – měří střední signál celého vzorku umístěného obvykle 
v kyvetě nebo v jamce mikrodestičky, 
2. fluorescenční mikroskopy – umožňují pozorovat fluorescenci dvoj- nebo 
trojrozměrných mikroskopických objektů, 
3. fluorescenční skenery (včetně čteček mikrodestiček) – měří fluorescenci 
dvojrozměrných makroskopických objektů (elektroforetické gely, bloty, 
chromatogramy), 
4. průtokové cytometry – měří fluorescenci velkého množství jednotlivých buněk a 
umožňují identifikaci a separaci jejich subpopulací. 
Existují však i další přístroje, které jako detekci používají fluorescenci. 
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2.6.3 Fluorescenční mikroskop 
V roce 1910 pozoroval německý vědec August Köhler při mikroskopování s ultrafialovým 
světlem fluorescenci mnoha objektů. První fluorescenční mikroskop s UV excitací65 vznikl 
v roce 1913 a na jeho sestrojení se podíleli August Köhler, Carl Reichert a Heinrich 
Lehmann. 
Fluorescenční mikroskop je konstruován tak, aby z preparátu ozářeného UV světlem 
zachytil jen světlo viditelné, emitované fluorochromy. Prakticky to znamená, že všechny 
struktury obsahující fluorochromy září v obraze fluorescenčního mikroskopu v různých 
barvách na temném pozadí. 
Při fluorescenční mikroskopii lze vzorek pozorovat dvěma způsoby, a to buď v odraženém 
světle (epifluorescence), nebo v procházejícím světle (diafluorescence). Diafluorescence se 
v současné době téměř nepoužívá, proto se nyní pod pojmem fluorescence rozumí výhradně 
pozorování odraženého fluorescenčního světla. 
2.6.4 Epifluorescenční mikroskop 
Epifluorescence spočívá ve vertikálním fluorescenčním ozáření vzorku excitačním zářením 
o požadované vlnové délce (Obr. 10). Excitační záření dopadá přes excitační filtr a dichroické 
zrcadlo na pozorovaný objekt. Fluorochromy přítomné v objektu absorbují excitační záření a 
emitují záření o delší vlnové délce. Objekt je pozorován přes objektiv, dichroické zrcadlo, 
bariérový filtr a okulár. 
 
Obr. 10 Princip epifluorescenční mikroskopie66 
2.6.4.1 Zdroj záření 
Zdroj záření musí emitovat dostatečně intenzivní záření blízkých ultrafialových vlnových 
délek. Jako zdroje záření se používají 
• vysokotlaké rtuťové výbojky – v trubici z křemenného skla je malé množství 
inertního plynu a rtuti, 
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• xenonové výbojky – oproti rtuťové výbojce má spojité spektrum od ultrafialových 
délek po blízké infračervené vlnové délky; v oblasti viditelného světla se tato 
výbojka blíží přírodnímu dennímu světlu, 
• halogenové žárovky – využívají rozžhavené wolframové vlákno, jsou známé u 
běžných mikroskopů; lze je použít u těch fluorescenčních aplikací, kde není 
potřebný zdroj ultrafialového světla. 
2.6.4.2 Filtry 
Filtry hrají ve fluorescenční mikroskopii důležitou roli. K excitaci se totiž používá pouze 
část ze spektra zdroje záření a k pozorování fluorescence se používá část fluorescenčního 
spektra. Součástí fluorescenčního mikroskopu je excitační filtr, dichroické zrcadlo a bariérový 
filtr67. 
Excitační filtr propouští pouze světlo, které je potřebné k fluorescenci vzorku, především 
s kratší vlnovou délkou, ostatní světlo pohlcuje. 
Dichroické zrcadlo slouží k oddělení excitačního a fluorescenčního (emitovaného) světla. 
Umístí-li se do optické dráhy v úhlu 45°, kratší vlnové délky odráží a delší jím prochází. 
Hlavní předností dichroického zrcadla je velká efektivita oddělení excitačního a 
fluorescenčního světla. Účinnost odrazu excitačního světla je více než 90 % a účinnost 
průchodu fluorescenčního světla je také větší než 90 %. Celková účinnost oddělení je tedy 
větší než 80 %. 
Bariérový filtr pohlcuje všechno excitační světlo, které nebylo použito k excitaci, a 
propouští pouze fluorescenční světlo, čímž poskytuje černé pozadí k fluorescenčnímu obrazu. 
Navíc umožňuje z fluorescenčního spektra nechat projít pouze jeho část. 
Vhodná kombinace dichroického zrcadla, excitačního a emisního filtru pro použitý druh 
fluorochromu se do epifluorescenčního mikroskopu vkládá společně jako tzv. optická kostka 
(Obr. 11), jejíž dvě stěny jsou tvořeny filtry a úhlopříčka dichroickým zrcadlem. Kostky jsou 
umístěny na výměníku a je možné je vyměňovat podle potřeby. 
 
Obr. 11 Optická kostka68 
Filtry používané ve fluorescenční mikroskopii lze rozdělit do dvou typů, a to na 
interferenční filtry a absorpční filtry. 
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• Interferenční filtry lze vyrábět pomocí vakuového napařování. Tyto filtry 
využívají k filtraci různých vlnových délek interferenci světla na rozhraní vrstev 
s různými indexy lomu (dichroické zrcadlo, excitační filtr). 
• Absorpční filtry – tento typ filtrů se vyrábí přidáním pigmentu do skla. Tyto filtry 
jsou díky absorbci světla propustné pouze pro část spektra (bariérový filtr). 
Kombinací zmíněných typů filtrů se ve fluorescenční mikroskopii dosáhne požadovaných 
vlastností systému filtrů. 
2.6.5 Snímání a počítačové zpracování obrazů z mikroskopu 
Fluorescenční mikroskopie používá většinou zesilovače obrazu nebo chlazené CCD 
kamery (tzv. zesílená fluorescenční mikroskopie, IFM – Intenzified Fluorescence 
Microscopy). Použití takových detektorů je nezbytné u většiny biologických vzorků, neboť 
intenzita jejich fluorescence nebývá postačující pro obyčejné videokamery. Musí se proto 
kombinovat s počítačovým zpracováním obrazu (videomikroskopie). Při IFM lze snižovat 
intenzitu buzení oproti intenzitě potřebné pro obyčejné vizuální pozorování, čímž lze úspěšně 
potlačit nežádoucí vybělování fluorescence69. Standardní součástí fluorescenční mikroskopie 
je využití software pro obrazovou analýzu. Software umožňuje zpracovávat obrazový výstup 
kvantitativním i kvalitativním způsobem61. 
2.6.6 Aplikace a problémy fluorescenční mikroskopie 
K nejčastěji využívaným metodám v biologii a medicíně patří tzv. imunofluorescence, 
založená na fluorescenčním značení protilátek, které specificky detekují přítomnost antigenů 
nebo průběh určité reakce. Při studiu buňky se fluorescenční mikroskopie používá k rozlišení 
živých a mrtvých buněk, pro vizualizaci buněk – např. průkaz patogenních bakterií v pletivu 
nebo v tkáni, pro kontrastování buněčných struktur, k detekci apoptózy a studiu buněčného 
cyklu70. 
Využitím fluorochromů je možné identifikovat buňky a submikroskopické buněčné 
komponenty a další entity s vysokým stupněm specifity v nefluoreskujícím materiálu. Navíc 
může fluorescenční mikroskopie s vynikající citlivostí odhalit přítomnost fluoreskujícího 
materiálu. Může být detekováno extrémně malé množství fluorescenčních molekul 
(50 molekul na 3μm ). Barvením vzorku odlišnými barvivy lze odhalit přítomnost 
jednotlivých cílových molekul. Ačkoli nemůže fluorescenční mikroskopie poskytnout 
prostorové rozlišení pod difrakčním limitem příslušných vzorků, přítomnost fluoreskujících 
molekul pod takovými limity je pozoruhodně viditelná68. 
Nevýhodou fluorescenční mikroskopie je skutečnost, že při pozorování trojrozměrného 
objektu prosvěcuje do roviny zaostření i fluorescence z ostatních částí, obraz je tedy neostrý. 
Obecnou komplikací fluorescenční mikroskopie je rozklad fluoroforů intenzivním zářením. 
Fluorofory ztrácejí schopnost absorpce a emise a dochází k tzv. fotovybělování 
(fotobleaching). V neposlední řadě je problémem používání vlnových délek záření, které 
negativně ovlivňují životaschopnost buněk67. Při práci se živými buňkami je proto zásadní 
(zvláště pro dlouhodobá pozorování) omezit jejich expozici světelným zářením 
z vysokoenergetických zdrojů. Toho je možné dosáhnout využitím clon vpouštějících do 
objektu excitační světlo pouze při expozici a co nejcitlivějších kamer nebo fotonásobičů. 
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2.7 Fluorescenční barviva 
Klíčovým termínem fluorescenční mikroskopie je fluorescenční barvivo (fluorofor, 
fluorochrom), což je látka schopná po ozáření světlem určité vlnové délky část světelné 
energie absorbovat a uvolňovat světlo o delší vlnové délce61. Pohlcení a vyzáření jednoho 
fotonu ovšem není běžným okem ani mikroskopem pozorovatelné. Prakticky lze vybudit 
okem viditelnou fluorescenci jen v případě, že dojde ke koordinovanému pohlcení energie 
větším množstvím elektronů a k hromadnému vyzařování této energie. Tento požadavek 
nejlépe splňují sloučeniny, ve kterých sdílí větší množství elektronů stejný orbital, nejlépe 
splývající nejen pro určitý atom, ale pro celou molekulu, jako je tomu u aromatických 
sloučenin s tzv. konjugovanými elektrony. Uspořádání elektronů v konjugovaném orbitalu 
pak vede k tomu, že určité fluorescenční barvivo specificky absorbuje jen světlo v určitém 
rozmezí vlnových délek71. Přitom se uvádí, že barviva, v jejichž molekule může dojít 
v excitovaném stavu k torsi benzenových jader, a tím k porušení rovinné struktury molekuly, 
nefluoreskují. Jestliže se torsi zabrání, např. vazbou barviva na tkáň, mohou taková barviva 
fluoreskovat. 
Fluorofory se dělí do dvou obecných tříd63: 
• vlastní (vnitřní) – vyskytují se přirozeně, 
• nevlastní (vnější) – jsou přidány ke vzorkům, které nemají vhodné fluorescenční 
vlastnosti. 
2.7.1 Vlastní fluorescence 
Vlastní fluorescence buněk je dána některými složkami buněk, především proteiny, které 
fluoreskují v ultrafialové oblasti, dále redukovanými formami nikotinamidadenindinukleotidu 
(NADH), nikotinamidadenindinukleotidfosfátu (NADPH), oxidovanými formami 
flavoproteinů a vitamínem A, které fluoreskují ve viditelné oblasti (modrá až žlutá), nebo 
cytochromy, peroxidázou, hemoglobinem, myoglobinem a chlorofylem, které fluoreskují ve 
viditelné oblasti (červená). 
2.7.2 Nevlastní fluorescence 
Vnější neboli nevlastní fluorofory se používají mnohem více než vnitřní. Přidávají se ke 
studovanému vzorku, a pokud se na něj váží kovalentně, nazývají se fluorescenční značky, 
pokud se váží nekovalentně, jedná se o fluorescenční sondy. Kromě požadavku na 
specifickou vazbu nevlastního fluoroforu k buněčným složkám a citlivosti emise fluoroforu 
na změny v okolí je důležité, aby zavedením fluoroforu do bílkovin, nukleových kyselin, 
membrán apod. nedošlo k narušení funkce těchto biologických systémů. 
2.7.2.1 Fluorescenční značky 
Fluorescenční značky jsou nevlastní fluorofory, které se ke sledovaným biomolekulám 
(proteinům, peptidům, ligandům, oligonukleotidům a jiným) vážou kovalentní vazbou. 
Nejčastěji se používají k fluorescenčnímu značení proteinů, kdy se kovalentně vážou na jejich 
aminové, sulfhydrylové nebo histidinové boční řetězce a thiolové skupiny. Uplatňují se 
v imunologii, histochemii, afinitní chromatografii. Mezi významné fluorescenční značky patří 
fluorescein-5-izothiokyanát (FITC), dansyl chlorid (DNS-Cl; 5-dimetylaminonaftalen-1-
sulfonyl chlorid), 6-akryloyl-2-dimetylaminonaftalen (akrylodan). 
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2.7.2.2 Fluorescenční sondy 
Fluorescenční sondy jsou nevlastní fluorofory, které se ke sledované struktuře vážou 
nekovalentně a často přitom mění své fluorescenční vlastnosti. Volba fluorescenční sondy je 
klíčovou součástí experimentu, neboť právě její vlastnosti umožňují získat potřebné 
informace. Iontové fluorofory, jejichž kvantový výtěžek fluorescence a někdy i spektrální 
vlastnosti se mění po navázání na bílkoviny, membrány nebo nukleové kyseliny, se používají 
pro studium změn konformace bílkovin, tloušťky membrán, membránového potenciálu, 
viskozity prostředí. 
Mezi fluorescenční sondy patří: 
• Fluorescenční sondy pro polaritu prostředí 
Typickými sondami pro dynamickou polaritu jsou 1-anilinonaftalen-8-sulfonát (ANS) a 
2-p-toluidinonaftalen-6-sulfonát (TNS). Bylo zjištěno, že s rostoucí polaritou rozpouštědla se 
emisní maximum fluorescence ASN posouvá do červené oblasti. Pomocí těchto 
fluorescenčních sond lze studovat strukturu a stupeň polarity různých vazebných míst na 
proteinech. 
• Membránové fluorescenční sondy 
Membrány obvykle nemají vlastní fluorescenci a jsou proto značeny sondami, které se 
vážou v oblasti jejich nepolárních uhlovodíkových řetězců (zbytků mastných kyselin). 
Pomocí membránových fluorescenčních sond je studován především transport a 
metabolismus lipidů v živých buňkách, přenos signálu zprostředkovaný lipidy, membránový 
potenciál, interakce léčiv s membránou a transport membránou. Významnými membránovými 
fluorescenčními sondami jsou pyrén, dansyl, BODIPY, fluorescein, nitrobenzoxadiazol 
(NBD) a 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien (DPH). 
• Fluorescenční sondy pro přenos energie 
Pomocí fluorescenčních sond lze studovat přenos energie od absorbujícího donoru 
k emitujícímu akceptoru. Lze tak ze změny spekter fluoroforu určovat vzdálenost mezi 
skupinami (v oblasti 1,5–6,5 nm) a studovat přenos energie v proteinech. 
• Fluorescenční sondy pro nukleové kyseliny 
Nukleotidy a nukleové kyseliny obecně nefluoreskují. Výjimkou je kvasinková tRNAPE, 
která obsahuje vysoce fluorescentní bázi známou jako Yt-báze ( nm470maxem ≅λ ). DNA je 
jen slabě fluorescentní nebo nefluorescentní. Pro vizualizaci a identifikaci chromozomů se 
používá řada fluorescenčních sond, jako jsou akridinová oranž, ethidium bromid, propidium 
jodid, Hoechst 33342, 4',6-diamidino-2-fenylindoldihydrochlorid (DAPI) a další (Tabulka 1). 
Kromě těchto klasických barviv se používají také cyaninová barviva pro stanovení 
nukleových kyselin v roztocích, gelech a blotech, procházející či neprocházející membránou 
živých buněk. 
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Tabulka 1 Některé fluorescenční sondy pro nukleové kyseliny63 
Fluorofor (nm)maxexλ (nm)maxemλ Použití 
Akridinová oranž (DNA) 500 526 
Akridinová oranž (RNA) 460 650 
prostupuje; RNA/DNA; průtoková 
cytometrie 
Ethidium bromid 518 605 
neprostupuje; vmezeřování do dsDNA; 
barvení mrtvých buněk; elektroforéza; 
průtoková cytometrie 
Propidium jodid 535 617 neprostupuje; barvení mrtvých buněk 
DAPI 358 461 částečně prostupuje; buněčný cyklus; AT-selektivní; … 
Hoechst 33342 350 461 prostupuje; AT-selektivní; selektivní 
vazba k dsDNA; buněčný cyklus; … 
 
Významným fluorescenčním barvivem je akridinová oranž (Obr. 12), která barví rozdílně 
dvouřetězcové a jednořetězcové nukleové kyseliny. Včleňuje se do dvouřetězcových 
nukleových kyselin a po včlenění a excitaci v modrém světle fluoreskuje zeleně s maximální 
emisí ( maxemλ ) při 530 nm. Interakcí akridinové oranže s jednořetězcovými nukleovými 
kyselinami dochází ke kondenzaci a následné aglomeraci (srážení) produktu. Luminiscence 
těchto kondenzovaných produktů je v červené oblasti spektra s maximální emisí při 640 nm. 
Posun v emisním spektru v případě, že se barvivo váže k odlišným substrátům, se označuje 
jako metachromatický posun72. 
 
Obr. 12 Akridinová oranž73 
V případě dvouřetězcové DNA se akridinová oranž včleňuje mezi soustavu párů bází 
DNA. Tyto báze jsou nuceny vzdálit se od sebe, aby pojaly interkalační činidlo. To způsobí 
deformaci dvojšroubovice (Obr. 13). Deoxyribosafosfátová kostra je téměř plně natažena, 
protože sousední páry bází jsou od sebe vytlačeny 0,7 nm, a rotační úhel okolo osy 
dvojšroubovice mezi sousedními páry bází je redukován z 36 ° na 10 °. Interkalační látky se 
snadno včleňují do dvojšroubovice, což indikuje, že van der Waalsovy vazby, které tvoří 




Obr. 13 Vliv akridinové oranže na strukturu dvojšroubovice DNA74 
Akridinová oranž je vhodné vitální barvivo pro houby a bakterie75. Protože je slabou bází, 
ochotně vstupuje do buněk76. Používá se pro rozlišení živých a mrtvých buněk fluorescenční 
mikroskopií. Při pH 5,7–8,0 živé buňky fluoreskují zeleně a mrtvé buňky fluoreskují 
oranžově77. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Materiály 
3.1.1 Kvasinky 
Použité kvasinky byly získány ze sbírky kvasinek Zbierka kultúr kvasiniek (CCY) 
v Bratislavě. 
3.1.1.1 Candida vini CCY 29–39–3 
Candida vini patří do nadříše Eukaryota, říše Fungi, oddělení Eumycota, třídy 
Ascomycetes a Skupiny anamorfních forem askogenních kvasinek (dělení podle Anny 
Kockové-Kratochvílové78). Tvoří elipsoidní až válcovité buňky s rozměry (3 až 4,5) × (6 až 
10) μm. Pseudomycelium je stromečkovitě větvené z protáhlých buněk, které pučí do 
krátkých elipsoidních blastokonidií (Obr. 14). Nátěr je bílý až krémový, šťavnatý, 
rozprostřený, hladký. Kolonie rostou rychlostí 4,8 až 5,5 mm za 100 h. 
Candida vini napadá vína s nízkým obsahem alkoholu, pokud má k vínu přístup vzduch, a 
na víně vytváří mázdrovitý povlak – křís, který často narůstá i na stěnách nádoby nad vínem. 
Křísovatění porušuje chuť i vůni vína79. Candida vini je schopna utilizovat ethanol, glycerol a 
octovou kyselinu oxidací na oxid uhličitý a vodu. Obsah ethanolu ve víně sníží až na 
polovinu. Utilizuje i jablečnou, mléčnou a jantarovou kyselinu. Optimum růstu je při teplotě 
23 °C, minimum růstu při teplotě 1 až 2 °C a maximum při teplotě 28 až 30 °C. Je nežádoucí i 
v pivovarnickém průmyslu, protože způsobuje zákaly piva a změny v chuti i v aroma. 
 
Obr. 14 Nativní preparát kvasinky Candida vini CCY 29–39–3 
3.1.1.2 Rhodotorula glutinis CCY 20–2–26 
Rhodotorula glutinis patří do nadříše Eukaryota, říše Fungi, oddělení Eumycota, třídy 
Basidiomycetes a skupiny Červených kvasinkovitých mikroorganismů. Tvoří malé buňky 
s rozměry (2,5 až 5) × (6 až 13) μm (Obr. 15), buňky však mohou být někdy protáhlé až do 
16 μm. V kapalném prostředí vytváří sediment a prstenec zpravidla světlé, krémové až světle 
růžové barvy. Nátěr na agaru je korálově červený, pomerančový, lososový, což závisí na 
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složení živné půdy. Je hladký, lesklý, slizovitý, řídký i těstovitý, povrch může být kučeravý. 
Okraj kolonie je ucelený, jen zřídka tvoří primitivní mycelium. 
Rhodotorula glutinis je rozšířena po celém světě. Je ji možno izolovat ze vzduchu, z půdy, 
sladké i slané vody, z vinařských provozů, z povrchu rostlin, ale i z různých orgánů 
živočišného těla. Snadno se pěstuje, není náročná na životní podmínky a její identita se dobře 
dokazuje díky červené karotenoidové pigmentaci. Tato barviva chrání buňky před účinkem 
ultrafialové složky slunečního světla54. Produkuje lipázy, využívá n-alkany, 
D-aminokyselinovou oxidázu, ATPcitrátlyázu, karotenoidy, steroly. 
Všechny druhy rodu Rhodotorula se vyznačují tím, že jsou lipidotvorné (lipogenní), 
hromadí v buňkách tuk, a to v určitých podmínkách až nadměrně. Produkce lipidů 
v červených kvasinkách má význam z více důvodů, hlavně však proto, že usměrněním 
kultivace by se mohly získat lipidy se stejným obsahem mastných kyselin pro výživu 
živočichů. Kromě toho může být biomasa po extrakci lipidů ještě zdrojem proteinu cenného 
pro výživu a obsah základních aminokyselin78. 
 
 
Obr. 15 Nativní preparát kvasinky Rhodotorula glutinis CCY 20–2–26 
3.1.1.3 Hansenula anomala CCY 38–1–30 
Hansenula anomala patří do nadříše Eukaryota, říše Fungi, oddělení Eumycota, třídy 
Ascomycetes a skupiny Jednobuněčných pučících kvasinek. Vegetativní buňky jsou kulovité 
nebo elipsoidní s rozměry (2 až 4) × (2 až 6) μm (Obr. 16). Vytváří i bohatě větvené 
pseudomycelium, ne však pravé hyfy. Na povrchu kapalin tvoří kučeravé suché kožky. Nátěr 
na tuhých půdách je těstovitý, bílý, hladký a na povrchu moučnatý, okraj má cípovitý a 
kořínkovitý. 
Z přírody se zpravidla izolují v diploidním stavu, když se diploidní buňky přímo mění na 
asky s kloboučkovitými sporami po 1 až 4 v asku. Tento druh je heterotalický78. 
Hansenula anomala asimiluje a zkvašuje glukózu, galaktózu, sacharózu, maltózu a 
rafinózu do 1/3 (ref. 55). Patří mezi nejčastěji se vyskytující kvasinky, které na řídkých 
potravinách tvoří kožky. Je poměrně dost rozšířená ve vínech. Hansenula anomala se používá 
pro kvasnou výrobu ethylesteru kyseliny octové. 
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Obr. 16 Nativní preparát kvasinky Hansenula anomala CCY 38–1–30 
3.1.1.4 Saccharomyces pastorianus Hansen CCY 21–6–3 
Saccharomyces pastorianus Hansen patří do nadříše Eukaryota, říše Fungi, oddělení 
Eumycota, třídy Ascomycetes a skupiny Jednobuněčných pučících kvasinek. Tvoří elipsoidní 
i kulovité buňky délky 3,7 až 9,7 μm a šířky 2,6 až 6,4 μm (Obr. 17). Některé kmeny vytvářejí 
cylindrické až protáhlé buňky, někdy dlouhé více než 20 μm. Vytváří rudimentární nebo 
stromečkovité pseudomycelium, ne však pravé hyfy. V kapalinách tvoří sediment a při 
okrajích prstenec, po delším čase může vznikat i tenká mázdra. Nátěr je těstovitý, krémový, 
světle hnědý, hladký, lesklý, ale může být i skládaný, kráterovitý, drsný a kučeravý. 
Vegetativní buňky se přímo mění na asky, které obsahují 1 až 4 kulovité spory s hladkými 
stěnami. Kmeny jsou homotalické i heterotalické78. Spory jsou značně odolné vůči 
nepříznivým podmínkám prostředí. 
Saccharomyces pastorianus Hansen roste v teplotním rozmezí 5 až 35 °C. Při slabém 
dokvašování piva v ležáckém tanku se může rozmnožit na úkor pivovarských kvasinek a 
dodává pivu nepříjemnou chuť80. 
 
Obr. 17 Nativní preparát kvasinky Saccharomyces pastorianus Hansen CCY 21–6–3 
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3.1.2 Živná média a roztoky 
3.1.2.1 Sladina 
Pivovarská sladina (z pivovaru STAROBRNO, a.s., Brno) byla zředěna na 7° dle Ballinga 
destilovanou vodou. Hodnota pH byla upravena na 6,8 nasyceným roztokem uhličitanu 
sodného. Obsah extraktu byl změřen cukroměrem. 
3.1.2.2 Roztok akridinové oranže 
10 mg akridinové oranže se rozpustí v 50 ml vody a roztok se smíchá s fosfátovým pufrem 
o pH 6 (ref. 81) v poměru 1 : 2. Fosfátový pufr – 13,2 ml 1 M K2HPO4 a 86,8 ml 1 M KH2PO4. 
3.1.3 Chemikálie 
• Uhličitan sodný, Lachema s.r.o., Brno 
• Dihydrogenfosforečnan draselný, Lachema s.r.o., Brno 
• Hydrogenfosforečnan draselný, Lachema s.r.o., Brno 
• Akridinová oranž, BioTech a.s., Praha 
3.2 Použitá zařízení 
• Mikroskop NIKON Eclipse E 200 s fluorescenčním nástavcem 
• CCD kamera PixeLINK PL–A662 
• Osobní počítač 
• Tiskárna EPSON R220 
• Stopky Superior Marienfeld 
• Fluorescenční zářivka Sylvania Lynx-S 11 W 
• Měřič intenzity UV záření UV-340, Lutron 
• Minitřepačka MS 3 basic, IKA, Staufen, SRN 
• Potenciometr, inoLab pH/ION Level2 
• Cukroměr, VITRUM Rožnov s.r.o., Rožnov pod Radhoštěm 
• Autokláv BMT Medical Technology s.r.o., Brno 
• Elektronické váhy KERN, ILABO, spol. s r.o., Kyjov 
• Mikropipeta Biohit Proline 10–100 μl 
• Mikropipeta Biohit Proline 100 –1000 μl 
• Biologický inkubátor P100-U, BioTech a.s., Praha 
3.3 Použitý software 
• Operační systém Windows 
• LUCIA Net – Lucia je program obrazové analýzy navržený pro zachycování, 
archivaci obrazu, pro měření různých znaků obrazu a automatické zachycování 
rozsáhlých sekvencí obrazu82. 
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Obr. 18 Program Lucia Net – zelená a oranžová fluorescence kvasinky Candida vini CCY 29–39–3 
3.4 Postupy a metody 
3.4.1 Příprava suspenze kvasinek 
Z vybrané kultury kvasinek uchovávané na šikmém sladinovém agaru byla sterilní 
očkovací kličkou odebrána 2 očka do 50 ml sterilní živné půdy (sladiny) v Erlenmeyerově 
baňce. Po promíchání kultury ve sladině byla kultura kultivována po dobu 24 hodin 
v termostatu při 25 °C. 
Kultura kvasinky Candida vini byla pro vlastní fotokatalytickou reakci upravena 
následovně: Z 24 hodinové kultury kvasinky Candida vini kultivované na sladině bylo 
odebráno 10 ml do plastové zkumavky a odstřeďováno při 1minot.4000 −  po dobu 6 minut. 
Supernatant byl odpipetován, kultura byla zředěna 10 ml destilované vody a po promíchání 
znovu odstředěna. Supernatant byl opět odpipetován a odstředění kvasinek ještě jednou 
zopakováno opět s 10 ml destilované vody. Po posledním odstranění supernatantu byl 
kvasničný sediment zředěn 1 ml destilované vody a suspenze kvasinek byla pečlivě 
promíchána na minitřepačce. 
U ostatních kultur kvasinek – Rhodotorula glutinis, Hansenula anomala a Saccharomyces 
pastorianus Hansen – bylo odstřeďování prováděno jen dvakrát díky možnosti snadnějšího 
oddělení supernatantu od sedimentu kvasinek. Z 24 hodinové kultury těchto kvasinek 
kultivované na sladině bylo odebráno 10 ml do plastové zkumavky a odstřeďováno při 
1minot.4000 −  po dobu 6 minut. Supernatant byl slit do kádinky, kultura byla zředěna 10 ml 
destilované vody a po promíchání znovu odstředěna. Supernatant byl opět slit a kvasničný 
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sediment byl vhodně zředěn destilovanou vodou, tj. v případě kvasinky Rhodotorula glutinis 
2,5 ml, Hansenula anomala 10 ml a Saccharomyces pastorianus Hansen 20 ml. Ředění se 
řídilo nárůstem kultury ve sladině. Suspenze kvasinek byla pečlivě promíchána na 
minitřepačce. 
3.4.2 Metoda sol-gel a metoda ovrstvování tiskem 
Pro imobilizaci katalyzátoru oxidu titaničitého byla zvolena metoda sol-gel 















Obr. 19 Titan tetraisopropoxid 
Nejprve byl připraven sol. V kádince bylo smícháno 40 ml etanolu s 3,8 ml acetylacetonu a 
vzniklý roztok byl za stálého míchání přikapáván do tmavé skleněné nádoby s 10,3 ml 
titan tetraisopropoxidu. V kádince bylo dále smícháno 45 ml ethanolu s 0,69 ml vody a roztok 
byl za stálého míchání přikapáván k roztoku v tmavé nádobě. Připravený sol byl uchováván 
v ledničce v uzavřené tmavé nádobě obalené alobalem. 
Následně byla provedena imobilizace fotokatalyzátoru oxidu titaničitého na sodnovápenaté 
skleněné destičky o rozměrech 50 × 50 × 1,2 mm. Před procesem ovrstvování byla 
sodnovápenatá sklíčka vyvařena 1,5 hodiny v 50% kyselině sírové, aby se zabránilo migraci 
sodíkových iontů. K vytvoření vrstvy oxidu titaničitého na sklíčkách byla použita metoda 
ovrstvování tiskem. Při tomto způsobu tvorby vrstvy byla jedna z cartridgí tiskové hlavy 
tiskárny (v tomto případě tiskárna EPSON R220) naplněna roztokem solu, ostatní cartridge 
tiskové hlavy se nepoužívaly. Sklíčko bylo uchyceno do upraveného držáku na CD a tento 
držák byl umístěn do podavače CD. Po vybrání vhodného tiskového obrazce byla sklíčka 
potištěna solem. 
Při tisku je možné zvolit různé plošné krytí sklíček solem, rychlost tisku a také kvalitu 
tisku. V tomto případě byly zvoleny dvě rychlosti tisku – rychlý a pomalý tisk. Rychlý tisk se 
vyznačuje tím, že tisková hlava probíhá rychle nad povrchem ovrstvovaného sklíčka. 
V jednom průchodu tiskové hlavy je na sklíčko nanesen přesně jeden řádek solu a až po 
zaschnutí nanesené vrstvy dochází k odpaření rozpouštědla z roztoku. Tím se vytvoří hladký 
povrch filmu TiO2. Bylo zvoleno rozlišení 720 dpi a použité hodnoty plošného krytí činily 
80 %, 90 %, 95 % a 100 % – odtud označení sklíček 80 R, 90 R, 95 R a 100 R. Opakováním 
tisku při plošném krytí 100 % byla získána sklíčka 200 R a 300 R. Ovrstvená sklíčka byla 
vypalována v kalcinační peci při teplotě 450 °C po dobu 3 hodin. Fotografie částí povrchů 
sklíček řady R z optického mikroskopu jsou uvedeny na obrázku (Obr. 20). 
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Obr. 20 Mikroskopické snímky vrstev oxidu titaničitého na sklíčkách - řada R 
Při ovrstvování sklíček pomalým tiskem dochází k opakovanému průchodu tiskové hlavy 
jedním úsekem (jedno místo je několikrát přetiskováno). K vytvoření vrstvy je potřeba delší 
čas, a proto dochází k odpaření rozpouštědla ještě během tisku. Tato technika má za následek 
vznik nehomogenní vrstvy, která vykazuje ve své struktuře ostrůvkovité útvary. U pomalého 
tisku bylo stejně jako u rychlého tisku zvoleno rozlišení 720 dpi a hodnoty plošného krytí 
80 %, 90 %, 95 % a 100 % – odtud označení sklíček 80 P, 90 P, 95 P a 100 P. Opakováním 
tisku při plošném krytí 100 % bylo získáno sklíčko 200 P. Ovrstvená sklíčka byla vypalována 
v kalcinační peci při teplotě 450 °C po dobu 3 hodin. Fotografie částí povrchů sklíček řady P 
z optického mikroskopu jsou uvedeny na obrázku (Obr. 21). 
Těmito metodami připravená sklíčka pokrytá vrstvou oxidu titaničitého byla dodána 
Ústavem fyzikální a spotřební chemie Fakulty chemické Vysokého učení technického v Brně. 
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Obr. 21 Mikroskopické snímky vrstev oxidu titaničitého na sklíčkách - řada P 
3.4.3 Metoda fotokatalytické inaktivace 
Sklíčko pokryté vrstvou oxidu titaničitého bylo před fotokatalytickou reakcí ozářeno UV 
zářením po dobu 30 minut pro dosažení superhydrofilního povrchu. Na sklíčko s vrstvou 
oxidu titaničitého, popř. čisté sklíčko, bylo napipetováno 25 μl připravené suspenze kvasinek 
a rozetřeno mikropipetou po povrchu pro lepší kontakt kvasinek s povrchem fotokatalyzátoru. 
Následně byl vzorek, tj. sklíčko se suspenzí kvasinek, umístěn do reakční komůrky pod 
fluorescenční lampu (Obr. 22). Reakční komůrka byla tvořena Petriho miskou, ve které bylo 
umístěno sklíčko obalené alobalem, na něž byl pokládán vzorek. Do prostoru kolem sklíčka 
obaleného alobalem bylo pipetováno 10 ml vody a Petriho miska byla uzavírána křemenným 
sklem, aby v reakční komůrce během ozařování vzorek nevysychal. 
 
Obr. 22 Uspořádání experimentu pro fotokatalytickou inaktivaci kvasinky Candida vini83 
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Vzorek byl ozařován po příslušnou dobu UV zářením z fluorescenční lampy (Obr. 23) 
tvořené čtyřmi fluorescenčními zářivkami Sylvania Lynx-S. Z emisního spektra fluorescenční 
lampy (Obr. 24) je patrné, že maximum energie z intervalu 200–400 nm odpovídá vlnové 
délce 365 nm, která je vhodná pro excitaci oxidu titaničitého. Intenzita záření byla udržována 
na 2mW.cm1 − s využitím měřiče intenzity UV záření UV-340, který je schopen měřit v oblasti 
UV-A a UV-B záření, konkrétně v intervalu 290–390 nm. Doba ozařování pro každý vzorek 
se měnila v rozmezí od 5 do 60 min (popř. do 70 min). Ozářené vzorky byly po obarvení 
analyzovány fluorescenční mikroskopií.  
 
Obr. 23 Fluorescenční lampa 
 























vlnová délka (nm)  
Obr. 24 Emisní spektrum zářivky Sylvania Lynx-S 11 W měřené z 1 m 
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3.4.4 Metoda fluorescenční mikroskopie 
K 25 μl ozářené suspenze kvasinek na sklíčku pokrytém vrstvou oxidu titaničitého, popř. 
na čistém sklíčku, bylo přidáno 25 μl roztoku akridinové oranže připraveného podle kapitoly 
3.1.2.2. Roztok akridinové oranže byl mikropipetou promíchán s ozářenou suspenzí kvasinek 
a po přikrytí krycím sklíčkem byl vzorek umístěn pod fluorescenční mikroskop NIKON 
Eclipse E 200 s fluorescenčním nástavcem (Obr. 25). Bylo použito zvětšení 10 × 40. Pomocí 
CCD kamery PixeLINK PL–A662 připojené na mikroskop bylo vyfoceno 20 snímků náhodně 
vybraných míst vzorku ozářených a obarvených kvasinek a obrázky byly zpracovány pomocí 
programu Lucia. Na každém obrázku byl spočítán počet živých (zelená fluorescence) a 
mrtvých (oranžová fluorescence) buněk a vyjádřen jako míra přežití (MP), tj. podíl počtu 






N Ž . (21) 
Výsledky byly zpracovány statistickými metodami. 
 
Obr. 25 Fluorescenční mikroskop NIKON Eclipse E 200 s CCD kamerou 
3.5 Statistické vyhodnocení výsledků 
Metodami matematické statistiky lze dokázat, že nejlepším odhadem skutečné hodnoty je 
aritmetický průměr x  získaných výsledků ix , pokud nejsou zatíženy systematickou 









1 .  (22) 
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1  (ref. 85). (23) 
Směrodatná odchylka s je definována jako odmocnina z výběrového rozptylu86. 
Směrodatné odchylky míry přežití, vypočítané vždy z dvaceti hodnot míry přežití zjištěné 
z pořízených snímků, byly v grafech závislosti míry přežití na době expozice znázorněny 
chybovými úsečkami. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Výběr vhodného druhu kvasinek 
Jelikož bylo jedním z cílů mé diplomové práce prostudovat na kvasinkách kinetiku 
fotokatalytického procesu, musela být vybrána kvasinka, jejíž doba inaktivace je vhodná pro 
toto studium. Pro tento účel byly zkoušeny kvasinky Candida vini, Saccharomyces 
pastorianus Hansen, Hansenula anomala a Rhodotorula glutinis, které byly vybrány jako 
kvasinky způsobující kontaminace v potravinářském průmyslu, nebo které jsou naopak 
v potravinářství využitelné. Dalšími kritérii při výběru kvasinek byla neschopnost tvorby hyf, 
které by mohly ztížit rozlišení jednotlivých buněk při počítání živých a mrtvých buněk, dále 
tloušťka buněčné stěny, rychlost růstu v médiu a zvláštní požadavky na růst. 
Kvasinky byly kultivovány a připraveny pro fotokatalytickou reakci postupem uvedeným 
v kapitole 3.4.1 a fotokatalytická inaktivace byla provedena podle kapitoly 3.4.3, přičemž 
fotokatalytický proces probíhal na sklíčku pokrytém vrstvou oxidu titaničitého označeném 
100 R. Doba ozařování při intenzitě záření 2mW.cm1 −  byla zvolena 10, 20, 40 a 60 min pro 
získání představy o rychlosti inaktivace (Obr. 26). Z počtu živých a mrtvých buněk byly 
vypočítány hodnoty míry přežití (rovnice (21)), průměrná hodnota míry přežití a směrodatná 
odchylka míry přežití pro každou z daných dob expozice. Tyto hodnoty jsou uvedeny 
v tabulkách (Tabulka 2, Tabulka 3) a vyneseny do grafu (Obr. 27). 
 
     
0 min 10 min 20 min 
     
40 min 60 min 
Obr. 26 Snímky z fluorescenčního mikroskopu upravené programem LUCIA Net zachycující zelenou 
fluorescenci živých buněk a oranžovou fluorescenci mrtvých buněk kvasinky Candida vini 
pro různé doby expozice UV záření na sklíčku 100 R 
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Tabulka 2 Průměrné hodnoty míry přežití a směrodatné odchylky míry přežití kvasinky Candida vini 
a Saccharomyces pastorianus Hansen pro různé doby expozice UV záření na sklíčku 
100 R 
 Candida vini Saccharomyces pastorianus Hansen
doba expozice 








0 0,976 0,022 0,963 0,023 
10 0,871 0,055 0,921 0,024 
20 0,660 0,097 0,921 0,033 
40 0,436 0,101 0,882 0,033 
60 0,074 0,061 0,835 0,036 
 
Tabulka 3 Průměrné hodnoty míry přežití a směrodatné odchylky míry přežití kvasinky Hansenula 
anomala a Rhodotorula glutinis pro různé doby expozice UV záření na sklíčku 100 R 
 Hansenula anomala Rhodotorula glutinis 
doba expozice 








0 0,990 0,012 0,899 0,086 
10 0,863 0,065 0,795 0,089 
20 0,980 0,016 0,842 0,087 
40 0,940 0,038 0,853 0,052 
60 0,474 0,363 0,810 0,073 
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Obr. 27 Závislost míry přežití kvasinek Candida vini, Saccharomyces pastorianus Hansen, 
Hansenula anomala a Rhodotorula glutinis na době expozice UV záření na sklíčku 100 R 
Z grafu (Obr. 27) je patrné, že nejrychleji probíhá fotokatalytická inaktivace kvasinky 
Candida vini. Míra přežití této kvasinky po 60 min ozařování je ze všech čtyř zkoumaných 
kvasinek nejnižší. Tato kvasinka navíc nemá speciální požadavky na růst a v tekutém médiu 
roste dostatečně rychle, aby mohlo být pracováno již s 24 hodinovou kulturou, byla proto 
vybrána jako modelová kvasinka pro studium kinetiky fotokatalytické inaktivace. 
4.2 Kinetika fotokatalytické inaktivace 
K prostudování kinetiky fotokatalytického procesu byla použita kvasinka Candida vini. 
Tato kvasinka byla kultivována a připravena pro fotokatalytickou reakci postupem uvedeným 
v kapitole 3.4.1 a fotokatalytická inaktivace byla provedena podle kapitoly 3.4.3. 
Fotokatalytický proces byl veden na sklíčkách pokrytých vrstvou oxidu titaničitého řady R 
(rychlý tisk) a sklíčkách řady P (pomalý tisk). Doba ozařování při intenzitě záření 2mW.cm1 −  
byla zvolena 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 a 70 min, aby bylo možné postihnout změny 
v rychlosti inaktivace kvasinky. Chování kvasinky Candida vini bylo pozorováno i na 
neozářených sklíčkách pokrytých vrstvou oxidu titaničitého 100 R a 95 P a taktéž na 
ozářeném čistém skle. 
Z počtu živých a mrtvých buněk byly vypočítány hodnoty míry přežití, průměrná hodnota 
míry přežití a směrodatná odchylka míry přežití pro každou z daných dob expozice a tyto 
hodnoty byly pro jednotlivá testovaná sklíčka vyneseny do níže uvedených grafů. 
4.2.1 Fotokatalytická inaktivace kvasinky Candida vini na sklíčkách řady R 
Fotokatalytická inaktivace probíhala na sklíčkách pokrytých vrstvou oxidu titaničitého 
označených 80 R, 90 R, 95 R, 100 R, 200 R a 300 R. Tato sklíčka se lišila množstvím 
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naneseného oxidu titaničitého. S rostoucím číslem u symbolu R roste i množství oxidu 
titaničitého na sklíčku. 
U sklíčka 80 R (Obr. 28) činila míra přežití po 70 minutách ozařování 074,0561,0 ± , 
neklesla tedy ani na 50 %. Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice má 
v tomto úseku téměř lineární průběh. 













doba expozice (min)  
Obr. 28 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 80 R 
Při ozařování kvasinky Candida vini na sklíčku 90 R (Obr. 29) rovněž nedošlo po 
70 minutách k poklesu míry přežití ani na 50 %, míra přežití činila 098,0531,0 ± . Průběh 
inaktivace kvasinky Candida vini je v tomto úseku téměř lineární, ale mezi 40. a 60. minutou 
je míra přežití téměř konstantní. 
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Obr. 29 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 90 R 
Míra přežití kvasinky Candida vini při ozařování na sklíčku 95 R (Obr. 30) klesla po 
70 minutách ozařování pod 10 % a činila 056,0088,0 ± . Je zde tedy patrný skoro celý průběh 
inaktivace této kvasinky. Mezi 30. a 40. minutou dosahovala míra přežití téměř konstantních 
hodnot. 













doba expozice (min)  
Obr. 30 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 95 R 
Na sklíčku 100 R (Obr. 31) byla studována kromě fotokatalytické inaktivace kvasinky 
Candida vini také inaktivace této kvasinky na neozářeném sklíčku 100 R. Kromě toho byla 
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pozorována inaktivace této kvasinky na ozářeném čistém skle. Měření byla prováděna ve 
stejných časech jako při fotokatalytické inaktivaci. 







 100 R ozářené
 100 R neozářené









Obr. 31 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 100 R a 
na čistém sklíčku a v případě neozáření sklíčka 100 R 
Při ozáření kvasinky Candida vini na sklíčku 100 R došlo za dobu 70 minut k významné 
inaktivaci, míra přežití po této době expozice činila 023,0032,0 ± . 
Naproti tomu při pokusu na neozářeném sklíčku 100 R nedocházelo v průběhu 70 minut 
k inaktivaci kvasinky Candida vini. Tyto výsledky jsou v souladu s pozorováním Sevena a 
kol.42, kteří rovněž nepozorovali inaktivaci mikroorganismů ve tmě v přítomnosti oxidu 
titaničitého. 
Pouze mírná inaktivace byla pozorována při pokusu na ozářeném čistém sklíčku bez 
vrstvy oxidu titaničitého. Po 70 minutách ozařování činila míra přežití 054,0858,0 ± . Tyto 
výsledky odpovídají pozorování Kühna a kol.36, kteří ozařovali bakterii Pseudomonas 
aeruginosa na skle pokrytém vrstvou oxidu titaničitého a zjistili, že dochází k inaktivaci 
buněk. Tento jev byl vysvětlen oxidačním stresem způsobeným kyslíkovými radikály uvnitř 
buněk při ozařování UV-A zářením. Jakmile tento stres dosáhne určitého prahu, buňka umírá. 
Z hlediska průběhu inaktivace kvasinky Candida vini, u neozářeného sklíčka 100 R 
nedocházelo k inaktivaci, míra přežití je v čase konstantní; v případě ozářeného čistého 
sklíčka (bez vrstvy oxidu titaničitého) je průběh inaktivace lineární; co se týče ozářeného 
sklíčka 100 R, lze pozorovat složitější závislost míry přežití na době expozice. Pokles 
životaschopnosti kvasinek je po 25. minutě ozařování následován téměř konstantní hodnotou 
míry přežití až do cca 35. minuty, od které probíhá inaktivace buněk znovu rychleji. Ke konci 
inaktivace je pokles životaschopnosti buněk opět menší. 
Konstantní průběh křivky v určité době po začátku inaktivace pozorovala Benabbou a 
kol.87 při studiu bakterie Escherichia coli. Porušení membrány v důsledku fotokatalytického 
působení vede ke zvyšování propustnosti buňky a následně k volnému výtoku 
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vnitrobuněčného obsahu. Cílem působení reaktivních oxidačních forem (ROS) mohou být 
podle ní tedy jak bakterie, tak i molekuly vnitrobuněčného obsahu. Konstantní hodnota míry 
přežití při inaktivaci kvasinek Candida tropicalis byla pozorována i v dizertační práci Jany 
Drbohlavové83. ROS atakují současně cytoplazmatickou membránu stále žijících kvasinek, 
ale i organické zbytky (polysacharidy nebo lipidy) už poškozených kvasinek. Mé výsledky 
tuto hypotézu rovněž potvrzují. Téměř konstantní hodnota míry přežití mezi 25. a cca 
35. minutou totiž naznačuje přítomnost jiného cíle reaktivních oxidačních forem 
produkovaných fotokatalytickým procesem. 
Na sklíčku 200 R (Obr. 32) dosahovala míra přežití kvasinky Candida vini po 70 minutách 
ozařování 10 %, konkrétně 071,0102,0 ± . Na křivce je znatelné zrychlení inaktivace kvasinky 
po 30. minutě ozařování. 
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Obr. 32 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 200 R 
Při ozařování kvasinky Candida vini na sklíčku 300 R (Obr. 33) činila po 60 minutách, což 
byla u tohoto sklíčka maximální doba expozice, míra přežití 121,0646,0 ± , neklesla tedy ani 
na 50 %. Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice má v tomto úseku 
téměř lineární průběh. 
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Obr. 33 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 300 R 
Ze srovnání průběhu inaktivace kvasinky Candida vini na všech zkoumaných sklíčkách 
řady R (Obr. 34) je zřejmé, že nejrychleji probíhala inaktivace kvasinky Candida vini na 
sklíčku 100 R, ovšem po 70 minutách ozařování bylo dosaženo v rámci chyby podobných 
hodnot míry přežití i u kvasinek ozařovaných na sklíčku 95 R a 200 R. Velmi podobný 
průběh ozařování i hodnoty míry přežití lze sledovat u křivek odpovídajících sklíčkám 80 R, 
90 R a 300 R. 













 čisté sklo ozářené
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Obr. 34 Porovnání závislostí míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na 
sklíčkách řady R a na čistém skle 
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Na všech zmíněných sklíčkách dochází k větší inaktivaci kvasinek než v případě ozářeného 
čistého sklíčka či dokonce neozářeného sklíčka 100 R. Všechna sklíčka řady R tedy byla 
fotokatalyticky aktivní. 
Odlišnosti ve fotokatalytické aktivitě sklíček lze vysvětlit rozdílným množstvím oxidu 
titaničitého na sklíčkách řady R i rozdílnou strukturou povrchu. Z literatury je známé, že vyšší 
koncentrace TiO2 poskytuje více povrchově aktivních míst46. Fotokatalytická inaktivace by 
tedy mohla probíhat rychleji. Na sklíčka 200 R a 300 R bylo naneseno větší množství oxidu 
titaničitého než na ostatní sklíčka řady R, inaktivace však probíhala pomaleji než u sklíčka 
100 R. Tento jev lze vysvětlit nedokonalým nanesením vrstvy oxidu titaničitého na sklíčka 
200 R a 300 R, což se projevilo stíráním vrstvy oxidu titaničitého. Při mikroskopickém 
pohledu na strukturu těchto vrstev (Obr. 20) je u sklíčka 300 R patrná necelistvá vrstva oxidu 
titaničitého (pestré barvy) a větší plochy skla (šedá barva) a rovněž u sklíčka 200 R lze 
pozorovat výrazné praskliny ve vrstvě oxidu titaničitého. Sklíčko 100 R obsahuje výrazně 
menší prasklinky než sklíčka 200 R a 300 R, nestíralo se, a jelikož obsahovalo větší množství 
TiO2 než sklíčka 80 R, 90 R a 95 R, bylo z nich také nejaktivnější. Sklíčka 80 R, 90 R a 95 R 
byla pokryta téměř kompaktní vrstvou oxidu titaničitého s malým množstvím prasklinek. 
4.2.2 Fotokatalytická inaktivace kvasinky Candida vini na sklíčkách řady P 
Fotokatalytická inaktivace probíhala na sklíčkách pokrytých vrstvou oxidu titaničitého 
označených 80 P, 90 P, 95 P, 100 P a 200 P. Tato sklíčka se lišila množstvím naneseného 
oxidu titaničitého. S rostoucím číslem u symbolu P roste i množství oxidu titaničitého na 
sklíčku. 
U sklíčka 80 P (Obr. 35) činila míra přežití po 70 minutách ozařování 096,0731,0 ± , 
neklesla tedy ani na 50 %. Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice má 
v tomto úseku téměř lineární průběh. 















Obr. 35 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 80 P 
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Při ozařování kvasinky Candida vini na sklíčku 90 P (Obr. 36) rovněž nedošlo po 
70 minutách k poklesu míry přežití ani na 50 %, míra přežití činila 064,0689,0 ± . Průběh 
inaktivace kvasinky Candida vini je v tomto úseku téměř lineární. 













doba expozice (min)  
Obr. 36 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 90 P 
Na sklíčku 95 P (Obr. 38) byla studována kromě fotokatalytické inaktivace kvasinky 
Candida vini také inaktivace této kvasinky na neozářeném sklíčku 95 P, a to ve stejných 
časech jako při fotokatalytické inaktivaci. 
Při ozáření kvasinky Candida vini na sklíčku 95 P došlo za dobu 70 minut k významné 
inaktivaci, míra přežití po této době expozice činila 033,0063,0 ± . 
Naproti tomu při pokusu na neozářeném sklíčku 95 P nedocházelo v průběhu 70 minut 
k inaktivaci kvasinky Candida vini. 
Co se týče průběhu inaktivace kvasinky Candida vini, u neozářeného sklíčka 95 P 
nedocházelo k inaktivaci, míra přežití je v čase konstantní; v případě ozářeného sklíčka 95 P, 
je zde pozorovatelná složitější závislost míry přežití na době expozice podobně jako u 
ozářeného sklíčka 100 R. Pokles životaschopnosti kvasinek, který je do 10. minuty ozařování 
velmi mírný a následně prudký, je po 25. minutě ozařování následován téměř konstantní 
hodnotou míry přežití až do cca 30. minuty (jev vysvětlen v kapitole 4.2.1), od které probíhá 
inaktivace buněk znovu rychleji. Po 40. minutě je pokles životaschopnosti buněk opět menší. 
Pro srovnání je v grafu (Obr. 38) uveden i lineární průběh inaktivace kvasinky Candida vini 
v případě ozářeného čistého sklíčka bez vrstvy oxidu titaničitého (vysvětlení v kapitole 
4.2.1). 
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Obr. 37 Snímky z fluorescenčního mikroskopu upravené programem LUCIA Net zachycující zelenou 
fluorescenci živých buněk a oranžovou fluorescenci mrtvých buněk kvasinky Candida vini 
pro vybrané doby expozice UV záření na sklíčku 95 P 
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 95 P neozářené
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Obr. 38 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 95 P a 
na čistém sklíčku a v případě neozáření sklíčka 95 P 
Při ozařování kvasinky Candida vini na sklíčku 100 P (Obr. 39) nedošlo po 70 minutách 
k poklesu míry přežití ani na 50 %, míra přežití činila 074,0750,0 ± . Průběh inaktivace 
kvasinky Candida vini je v tomto úseku téměř lineární, ale mezi 25. a 40. minutou je míra 
přežití téměř konstantní. 
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Obr. 39 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 100 P 
Na sklíčku 200 P (Obr. 40) klesla po 70 minutách ozařování míra přežití na 100,0283,0 ± , 
je zde tedy patrná velká část průběhu inaktivace kvasinky Candida vini, včetně úseku téměř 
konstantní míry přežití začínající v tomto případě po 60. minutě ozařování. 
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Obr. 40 Závislost míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na sklíčku 200 P 
Ze srovnání průběhu inaktivace kvasinky Candida vini na všech zkoumaných sklíčkách 
řady P (Obr. 41) je zřejmé, že nejrychleji probíhala inaktivace kvasinky Candida vini na 
sklíčku 95 P, o něco pomaleji na sklíčku 200 P a v rámci chyby podobná a zároveň 
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nejpomalejší inaktivace ze všech zkoumaných ozářených sklíček řady P byla pozorována na 
sklíčkách 100 P, 90 P a 80 P. 












 čisté sklo ozářené
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Obr. 41 Porovnání závislostí míry přežití kvasinky Candida vini na době expozice UV záření na 
sklíčkách řady P 
Odlišnosti ve fotokatalytické aktivitě sklíček lze vysvětlit rozdílným množstvím oxidu 
titaničitého na sklíčkách řady P i rozdílnou strukturou povrchu. Z hlediska množství oxidu 
titaničitého by se dalo předpokládat, že bude nejaktivnější sklíčko 200 P, ovšem vrstva zde 
nebyla dokonale nanesena a stírala se, tudíž je i méně aktivní než sklíčko 95 P. Pohled na 
strukturu sklíčka 200 P pod mikroskopem ukazuje (Obr. 21), že vrstva oxidu titaničitého 
nebyla celistvá, jsou viditelné šedé plochy skla bez TiO2, ale i plochy pokryté TiO2, které 
nejsou příliš rozpraskané. U sklíčka 100 P lze pozorovat více menších šedých ploch skla 
nepokrytého oxidem titaničitým, plochy pokryté TiO2 jsou však značně rozpraskané, tudíž 
bylo toto sklíčko méně aktivní než 200 P, a dokonce i než 95 P. Sklíčko 95 P bylo 
nejaktivnější a na fotografii z mikroskopu jsou zřejmé plochy oxidu titaničitého bez většího 
množství prasklin, místy lze však pozorovat i šedé plošky skla. U sklíček 90 P a 80 P jsou 
pozorovatelné časté plochy skla bez oxidu titaničitého, tato sklíčka proto nebyla příliš 
fotokatalyticky aktivní. 
4.2.3 Porovnání rychlosti fotokatalytické inaktivace na sklíčkách řady R a P 
Pro porovnání rychlosti fotokatalytické inaktivace kvasinky Candida vini na sklíčkách řady 
R a P lze využít hodnoty míry přežití v 70. minutě uvedené v tabulce (Tabulka 4). V této 
tabulce jsou uvedeny i míry přežití ve 30. minutě ozařování pro lepší představu o průběhu 
inaktivace. 
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Tabulka 4 Hodnoty míry přežití a směrodatné odchylky míry přežití po 30 a 70 minutách ozařování 




ve 30. minutě 
míra přežití 




ve 30. minutě 
míra přežití 
v 70. minutě 
80 R 0,809 ± 0,046 0,561 ± 0,074 80 P 0,829 ± 0,054 0,731 ± 0,096
90 R 0,731 ± 0,059 0,531 ± 0,098 90 P 0,874 ± 0,044 0,689 ± 0,064
95 R 0,623 ± 0,049 0,088 ± 0,056 95 P 0,489 ± 0,102 0,063 ± 0,033
100 R 0,470 ± 0,111 0,032 ± 0,025 100 P 0,858 ± 0,063 0,750 ± 0,074
200 R 0,842 ± 0,057 0,102 ± 0,071 200 P 0,866 ± 0,064 0,283 ± 0,100
 
Při porovnání aktivity sklíček řady R a P lze říci, že sklíčka 80 R, 100 R a 200 R byla při 
fotokatalytické inaktivaci kvasinky Candida vini aktivnější než jejich číselné analogy z řady 
P, tedy sklíčka 80 P, 100 P a 200 P. Podobné aktivity při inaktivaci dosahovala sklíčka 90 R a 
90 P, 95 R a 95 P a rovněž sklíčka 100 R a 95 P. 
Aktivitu sklíček lze porovnat i z hlediska doby expozice potřebné pro pokles míry přežití 
na hodnotu 0,5 (Tabulka 5). 
Tabulka 5 Doba expozice potřebná pro pokles míry přežití na hodnotu 0,5. 
typ sklíčka 
řady R 
doba expozice pro hodnotu 
míry přežití 0,5 (min) 
typ sklíčka 
řady P 
doba expozice pro hodnotu 
míry přežití 0,5 (min) 
80 R 80,9 80 P 137,3 
90 R 72,4 90 P 87,8 
95 R 43,3 95 P 25,1 
100 R 26,3 100 P 117,5 
200 R 50,3 200 P 49,3 
300 R 92,0   
 
Hodnoty uvedené v tabulce byly zjištěny po proložení bodů závislosti míry přežití na době 
expozice křivkou. 
Při srovnání sklíček řady R mezi sebou je patrné, že doba expozice kvasinky Candida vini 
potřebná pro pokles hodnoty míry přežití na 0,5 je nejkratší pro sklíčko 100 R, které bylo 
nejaktivnější mezi sklíčky řady R. Sklíčka 200 R a 300 R vykazují postupně delší doby 
expozice pro dosažení míry přežití 0,5, stejně jako sklíčka 95 R, 90 R a 80 R. Sklíčko 100 R 
mělo při předchozím srovnání se sklíčky řady P podobnou aktivitu i průběh závislosti míry 
přežití na době expozice jako sklíčko 95 P. Stejný závěr vyplývá i ze srovnání doby expozice 
potřebné pro pokles míry přežití na hodnotu 0,5, která u těchto sklíček dosahuje velmi 
blízkých hodnot (26,3 min pro sklíčko 100 R a 25,1 min pro sklíčko 95 P). Sklíčko 95 P je 
z uvedeného hlediska nejaktivnější mezi sklíčky řady P. 
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5 ZÁVĚR 
Pro studium účinku UV záření a oxidu titaničitého na kvasinky a pro studium kinetiky 
tohoto fotokatalytického procesu byla vybrána kvasinka Candida vini, která je 
z potravinářského hlediska nežádoucí, jelikož je možným kontaminantem při výrobě vína i 
piva, a která byla pro experiment vhodná z hlediska růstu i rychlosti inaktivace. 
K experimentální práci byl využit fluorescenční mikroskop a vhodné fluorescenční barvivo 
akridinová oranž, která umožňuje rozlišit živé a mrtvé buňky díky jejich rozdílné 
fluorescenci. Vliv kultivačního média na fotokatalytickou inaktivaci byl vyloučen 
odstředěním kvasinek a vytvořením jejich suspenze v destilované vodě. 
Fotokatalytická inaktivace kvasinky Candida vini probíhala na sklíčkách pokrytých 
vrstvou oxidu titaničitého řady R (80 R, 90 R, 95 R, 100 R, 200 R, 300 R) a řady P (80 P, 
90 P, 95 P, 100 P, 200 P) ozářených UV-A zářením z fluorescenční lampy. Byla zkoumána 
závislost míry přežití na době expozice. Významné inaktivace kvasinky Candida vini bylo 
dosaženo na sklíčkách 100 R a 95 P. Při pokusech vedených na těchto sklíčkách byl zřejmý 
téměř celý průběh inaktivace této kvasinky. Pokles životaschopnosti kvasinek byl po 
25. minutě ozařování následován téměř konstantní hodnotou míry přežití až do cca 
35. minuty, od které probíhala inaktivace buněk znovu rychleji. Ke konci procesu inaktivace 
byl pokles životaschopnosti buněk opět menší. Téměř konstantní průběh křivky v určité době 
po začátku inaktivace může být vysvětlen porušením membrány fotokatalytickým působením, 
v důsledku čehož dochází k volnému výtoku vnitrobuněčného obsahu. Reaktivní oxidační 
formy (ROS) produkované fotokatalýzou tak atakují současně cytoplazmatickou membránu 
stále žijících kvasinek, ale i vnitrobuněčný obsah už poškozených kvasinek. Tato hypotéza 
vytvořená na základě studia inaktivace mikroorganismů byla publikována v pracích týkajících 
se inaktivace bakterie Escherichia coli i kvasinky Candida tropicalis. 
Ostatní sklíčka řady R i P byla méně fotokatalyticky aktivní. Odlišnosti ve fotokatalytické 
aktivitě sklíček lze vysvětlit rozdílným množstvím oxidu titaničitého na sklíčkách i rozdílnou 
strukturou povrchu vrstvy oxidu titaničitého. Inaktivace kvasinky Candida vini byla 
studována i na neozářených sklíčkách pokrytých vrstvou oxidu titaničitého, kde podle 
očekávání k inaktivaci nedocházelo, a na ozářeném čistém sklíčku, kde byla pozorována 
mírná inaktivace v důsledku oxidačního stresu. 
Získané výsledky by mohly být využity pro aplikaci fotokatalytické inaktivace v praxi při 
řešení problému kontaminace potravin. Eliminací mikroorganismů způsobujících 
kontaminace při výrobě a uchovávání potravin by metoda fotokatalytické inaktivace 
mikroorganismů mohla významně přispět k ochraně zdraví člověka. 
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
ATP adenosintrifosfát 
cb vodivostní pás 
CVD chemická depozice z plynné fáze 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
dsDNA dvouřetězcová deoxyribonukleová kyselina 
IFM zesílená fluorescenční mikroskopie 
LPS lipopolysacharidy 
MDA malondialdehyd 
MP míra přežití 
NADH nikotinamidadenindinukleotid 
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
NHE standardní vodíková elektroda 
PECVD plazmochemická depozice z plynné fáze 
PVD fyzikální metody depozice 
RNA ribonukleová kyselina 
ROS reaktivní kyslíkové formy 
tRNA transferová ribonukleová kyselina 
UV-A ultrafialové záření s vlnovou délkou 320–400 nm 
UV-B ultrafialové záření s vlnovou délkou 290–320 nm 
UV-C ultrafialové záření s vlnovou délkou 200–290 nm 
vb valenční pás 
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